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Resumen 
El sulfato es la principal fuente de azufre para las microalgas y, por lo tanto, un 
nutriente esencial para estos microorganismos. El conocimiento de la concentración 
óptima de los nutrientes es una cuestión importante que ayuda a desarrollar sistemas de 
crecimiento eficientes; de hecho, el estudio de la cinética de crecimiento de las 
microalgas es una herramienta indispensable en todos los campos de la ficología. En el 
presente estudio, usando como modelo la microalga Chlamydomonas moewusii, se 
estudiaron los efectos de este nutriente y se obtuvo un modelo cinético para relacionar el 
crecimiento de esta microalga con el sulfato. Aunque este nutriente tiene muchas 
funciones biológicas, también se demostró en este trabajo que tiene importantes 
implicaciones en procesos de tolerancia a la toxicidad del cadmio, existiendo una 
interacción entre ambos compuestos. La razón de esto es que compuestos azufrados, 
ricos en tioles (cisteína, γ-Glu-Cys, glutatión y fitoquelatinas) son un mecanismo de 
tolerancia contra la toxicidad de este metal. Se demostró que niveles más elevados de 
sulfato permitieron una mayor biosíntesis de tioles y, por consiguiente, una mayor 
tolerancia a la toxicidad. Sin embargo, un exceso de este nutriente tuvo un efecto 
contrario provocando toxicidad y mayor efecto tóxico del cadmio. 
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Resumo 
O sulfato é a principal fonte de xofre para as microalgas e, polo tanto, un 
nutriente esencial para estes microorganismos. O coñecemento da concentración óptima 
dos nutrientes é unha cuestión importante que axuda a desenvolver sistemas de 
crecemento eficientes; de feito, o estudo da cinética de crecemento das microalgas é 
unha ferramenta indispensable en todos os campos da ficología. No presente estudo, 
empregando como modelo a microalga Chlamydomonas moewusii, estudáronse os 
efectos deste nutriente e obtívose un modelo cinético para relacionar o crecemento desta 
microalga co sulfato. Aínda que este nutriente ten moitas funcións biolóxicas, tamén se 
demostrou neste traballo que ten importantes implicacións en procesos de tolerancia á 
toxicidade do cadmio, existindo unha interacción entre ambos compostos. A razón disto 
é que compostos axofrados, ricos en tióis (cisteína, γ-Glu-Cys, glutatión e 
fitoquelatinas) son un mecanismo de tolerancia contra a toxicidade deste metal. 
Demostrouse que niveis máis elevados de sulfato permitiron unha maior biosíntese de 
tióis e, por conseguinte, unha maior tolerancia á toxicidade. Con todo, un exceso deste 
nutriente tivo un efecto contrario provocando toxicidade e maior efecto tóxico do 
cadmio.  
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Abstract 
Sulphate is the main source of sulphur for microalgae and, therefore, an essential 
nutrient for these organisms. The knowledge of the optimal concentration of nutrients is 
an important issue that helps to develop efficient growth systems; in fact, the study of 
the kinetics of growth of microalgae is an indispensable tool in all fields of phycology. 
In the present study, using as a model the microalga Chlamydomonas moewusii, the 
effects of this nutrient were studied and a kinetic model was obtained to relate the 
growth of this microalga with sulphate. Although this nutrient has many biological 
functions, it was also demostrated in this work that it has important implications in 
processes of tolerance to cadmium toxicity due to the existence of an interaction 
between both compounds. The reason for this is that sulphur compounds, rich in thiols 
(cysteine, γ-Glu-Cys, glutathione and phytochelatins), are a mechanism of tolerance 
against the toxicity of this metal. It was demonstrated that higher levels of sulphate 
allowed a higher biosynthesis of thiols and, therefore, a higher tolerance to this toxicity. 
However, an excess of this nutrient had an opposite effect causing toxicity and a higher 
toxic effect of cadmium.  
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1. Introducción 
1.1. Microalgas 
Las microalgas son un conjunto de microorganismos eucariotas (Figura 1) 
fotosintéticos (fotoautótrofos oxigénicos), unicelulares, filamentosos, formadores de 
cadenas, colonias o cenobios que existen en casi todos los hábitats conocidos. La mayor 
parte pertenecen a hábitats acuáticos, tanto marinos como dulceacuícolas, aunque 
algunas viven en hábitats terrestres. De los grupos que las constituyen, las clorófitas, 
crisófitas, euglenófitas y diatomeas pennales son más comunes en las aguas dulces 
(Margalef, 1981). Los mares y océanos contienen enormes cantidades de microalgas, 
estimándose que el 50% de la fotosíntesis total de la Tierra es realizada por estos 
microorganismos acuáticos. Se estima que sólo las microalgas fitoplanctónicas fijan 
varios miles de millones de toneladas de carbono al año en las masas de agua oceánica y 
continental; esto implica que la generación de oxígeno que sustenta la vida se genera 
principalmente por estos microorganismos. De hecho, son uno de los más efectivos 
fijadores de CO2 del planeta, con rendimientos cinco veces superiores al de los cultivos 
agrícolas, por lo que contribuyen a paliar significativamente el efecto invernadero 
(González-López et al., 2011; Ho et al., 2011). Por este motivo son de gran relevancia 
para estos ecosistemas donde contribuyen al balance de oxígeno y con ellas se inicia el 
flujo de energía, constituyendo los productores primarios más importantes de la biosfera 
(Gómez, 2007). Para su desarrollo y crecimiento requieren carbono (principalmente 
CO2), nitrógeno, fósforo, azufre, potasio, calcio, hierro y magnesio; así como de otras 
moléculas inorgánicas y orgánicas complejas, junto con nutrientes traza (Mn, B, Co, Cu, 
Zn y Mo), los cuales son esenciales puesto que actúan como cofactores enzimáticos en 
su metabolismo (Becker, 1994; De Pauw and Persoone, 1988; Vonshak, 1986). 
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En los últimos años y debido a sus numerosas aplicaciones, los desarrollos 
biotecnológicos para la producción masiva de microalgas han sido significativos en todo 
el mundo. Pueden ser utilizadas como biofertilizantes (Abdel-Raouf et al., 2012; 
Painter, 1993), en la purificación de aguas residuales (Fu and Wang, 2011; Park and 
Craggs, 2010; Ruiz et al., 2011), como acondicionadores de suelo (recuperación de 
suelos salinos y calcáreos) (Apte and Thomas, 1997; Rao and Burns, 1991; Singh and 
Dhar, 2010), en la industria cosmética (Spolaore et al., 2006; Stolz and Obermayer, 
2005), como alimento en acuicultura (utilizadas en la nutrición de moluscos, rotíferos, 
fases larvarias de crustáceos y peces) (Bayne et al., 1987; Guillard, 1975; Sandbank and 
Helpher, 1978), y en diversos productos y suplementos alimenticios (Becker, 1988; 
 
 
Figura 1. Árbol de eucariotas. Se muestran cinco "supergrupos", cada uno 
compuesto por una diversidad de eucariotas, la mayoría de los cuales son protistas y 
algas (Keeling et al., 2005). 
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Fábregas and Herrero, 1986; Herrero et al., 1985). Asimismo, se ha puesto de 
manifiesto la potencialidad de las microalgas para la producción de gran variedad de 
sustancias, algunas de ellas de elevado valor, como ácidos grasos (Fidalgo et al., 1996; 
Hong et al., 2012; Hong et al., 2011; Li et al., 2010), pigmentos (Cuaresma et al., 2011; 
Choubert, 1979; Choubert and Heinrich, 1993; Stewart and Farmer, 1984), vitaminas 
(Abalde et al., 1991; Fábregas and Herrero, 1990; Herrero et al., 1986a; Herrero et al., 
1986b; Herrero, 1985), antibióticos (Benemann and Weissman, 1984; Fábregas et al., 
1986), productos farmacéuticos y otros productos químicos de interés (Borowitzka, 
1988, 1992, 1995), así como hidrógeno (Nobre et al., 2013), hidrocarburos (Bachofen, 
1982; Niitsu et al., 2012; Sakamoto et al., 2012; Yoshimura et al., 2013) y otros 
combustibles biológicos (Chen et al., 2012; El-Sheekh et al., 2013; Schenk et al., 2008). 
En los últimos años se ha establecido la idoneidad de la utilización de cultivos 
de microalgas para ensayos biológicos y fisiológicos, demostrándose que estos 
microorganismos son muy adecuados para ensayar los efectos tóxicos de distintos 
contaminantes utilizando pruebas estandarizadas (ISO 8692, 2012; OECD, 2011). Así, 
dentro de estos ensayos se engloba el estudio de los efectos de metales (Abalde et al., 
1995; Cid et al., 1997; Torres et al., 1997a; Torres et al., 1997b; Torres et al., 2000), de 
fitosanitarios (Esperanza et al., 2015; González-Barreiro et al., 2004; González-Barreiro 
et al., 2006; Prado et al., 2009; Prado et al., 2012; Rioboo et al., 2002) o incluso de 
fármacos (Halling-Sørensen, 2000; Kvíderová and Henley, 2005; Lai et al., 2009; 
Suzuki et al., 2000). 
Durante la evolución, los organismos acuáticos y terrestres han desarrollado 
diversas estrategias para mantener el equilibrio con iones metálicos y otros compuestos 
presentes en el medio circundante. Debido a este hecho, las microalgas se emplean con 
gran efectividad para la biorremediación de diferentes contaminantes, como por ejemplo 
metales (Folgar et al., 2009; Pérez-Rama et al., 2010; Torres et al., 1998; Torres et al., 
2014) o inmovilización de nutrientes y otros compuestos (Shimoda and Hamada, 2009, 
2010; Sivakumar et al., 2012; Wilkie and Mulbry, 2002; Yoshida et al., 2009). Por lo 
tanto, el estudio de los mecanismos basados en la capacidad de eliminación o 
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inmovilización de agentes contaminantes presenta una gran importancia ecológica y 
biotecnológica para su empleo en entornos reales. 
La idoneidad de las microalgas para estas aplicaciones viene determinada por 
sus características, entre las que destacan:  
 Ubicuidad en los ecosistemas, principalmente en los medios acuáticos 
 Alta sensibilidad específica ante contaminantes orgánicos e inorgánicos 
 Constituyentes del primer nivel basal en la cadena trófica 
 Alta relevancia en los ciclos biogeoquímicos 
 Facilidad y bajo coste de mantenimiento de los cultivos en condiciones 
de laboratorio 
 Gran facilidad y rapidez de muestreo en los ecosistemas 
 Pequeño tamaño 
 Alta capacidad de bioacumulación de sustancias xenobióticas 
La evaluación de los efectos deletéreos de un compuesto en las microalgas se 
mide a través de diferentes parámetros biológicos, entre los que destacan las 
alteraciones en el crecimiento y desarrollo celular (densidad, viabilidad, mortalidad, 
tamaño celular), fisiológicos, bioquímicos y genéticos asociadas a diversas funciones 
metabólicas (síntesis de biomoléculas como lípidos y pigmentos fotosintéticos, etc.). 
Dentro de los biomarcadores de toxicidad los más estudiados en las microalgas son 
tanto moleculares (glutatión, fitoquelatinas, proteínas de estrés térmico, especies 
reactivas del oxígeno, etc.) (Bačkor et al., 2006; Kawakami, 2006; Watanabe et al., 
2003; Wolfe et al., 1999) como enzimáticos (superóxido dismutasa, catalasa, ascorbato 
peroxidasa, glutatión reductasa, glutatión-S-transferasa, etc.) (Dewez et al., 2005; 
Geoffroy et al., 2003; Jamers and De Coen, 2010; Li et al., 2006). 
Teniendo esto en cuenta, las microalgas, como bioindicadores, permiten evaluar 
el impacto que tiene la actividad humana en el medio ambiente, puesto que algunas 
especies son muy sensibles a los cambios ambientales, ya sea en cortos o largos 
períodos de tiempo. Asimismo, existe mucha información ecológica referida a sus 
rangos de tolerancia ambiental que puede ser útil en posteriores estudios toxicológicos.  
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1.2. El sulfato: un compuesto importante para la vida 
1.2.1. Estructura y propiedades físico-químicas del sulfato 
Los sulfatos son las sales o los ésteres del ácido sulfúrico que contienen como 
unidad común un átomo de azufre en el centro de un tetraedro formado por cuatro 
átomos de oxígeno (Figura 2). El sulfato 
es un anión poliatómico cuya fórmula 
química es SO4
2-
 y su peso atómico 96.07 
g/mol. El átomo de azufre se encuentra en 
el estado de oxidación +6, mientras que los 
cuatro átomos de oxígeno están cada uno 
en el estado -2; por lo tanto, el ión sulfato 
lleva una carga de -2. 
El sulfato se combina con otros elementos para producir una variedad de sales 
con una amplia gama de características químicas. Los sulfatos de sodio, de potasio y de 
magnesio son todos altamente solubles en agua, mientras que los sulfatos de calcio, 
bario y los metálicos son menos solubles. La sal más importante es el sulfato de sodio, 
la cual se utiliza en una gran variedad de productos industriales.  
Antiguamente, algunos sulfatos ya eran conocidos por los alquimistas 
medievales, como las sales de vitriolo, del latín vitreolum (vidrioso), denominadas así 
porque fueron algunos de los primeros cristales transparentes conocidos. El vitriolo 
verde es sulfato ferroso heptahidratado, FeSO4∙7H2O; el vitriolo azul es sulfato de cobre 
pentahidratado, CuSO4∙5H2O y el vitriolo blanco es sulfato de zinc heptahidratado, 
ZnSO4∙7H2O (Foto 1). 
 
 
Figura 2. Estructura del ión sulfato (SO42-).
 
 
 
 
Foto 1. Cristales de sulfato de hierro (izquierda), sulfato de cobre (centro) y 
sulfato de zinc (derecha).
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1.2.2. Importancia del sulfato en el ciclo biológico del azufre 
El azufre es un elemento esencial para todas las formas de vida. En los seres 
vivos, los aminoácidos cisteína y metionina contienen azufre, al igual que todos los 
polipéptidos, proteínas y enzimas que contienen estos aminoácidos. Los compuestos 
orgánicos del azufre se encuentran localizados en diversas moléculas y constituyentes 
celulares, como por ejemplo en la membrana sulfolípida, formando parte de las paredes 
celulares, en vitaminas y cofactores tales como tiamina, biotina y coenzima A. También 
se conoce que la estructura terciaria y cuaternaria de muchas proteínas es resultado de la 
presencia de puentes disulfuro (-S-S-) formados por la oxidación de grupos SH de la 
cisteína (Cys). Además, el azufre se encuentra íntimamente relacionado con los 
procesos redox de la célula (Falkowski and Raven, 1997; Saito, 2000) y en particular, 
en la fotosíntesis, puesto que los átomos de azufre se encuentran localizados en 
componentes de la cadena de transferencia electrónica, como el clúster Fe-S del 
fotosistema o en la proteína de Rieske (componente del complejo del citocromo bc1) y 
en portadores del poder reductor generados por la transferencia de electrones 
fotosintética (ferredoxina). Productos tan importantes como los antibióticos β-
lactámicos (penicilinas, cefalosporinas y cefamicinas) poseen un átomo de azufre 
derivado de la cisteína. El compuesto azufrado conocido como SAM (S-adenosil-L-
metionina) es el agente metilante más importante conocido en todos los organismos, las 
reacciones de transmetilación mediadas por SAM son clave en la regulación de la 
expresión génica y de la actividad de diversas enzimas, así como en la producción de 
antibióticos (Scott and Eagleson, 1988). 
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El azufre se mueve a través de un número de estados, descritos como el 
denominado ciclo biogeoquímico del azufre. La mayor parte del azufre de nuestro 
planeta se encuentra en sedimentos y rocas en forma de minerales de sulfato 
(principalmente yeso, CaSO4∙2H2O) y minerales de sulfuro (principalmente pirita, 
FeS2), aunque los océanos constituyen el reservorio más importante de azufre para la 
biosfera en forma de sulfato inorgánico. El azufre liberado por la erosión de rocas con 
componentes azufrados reducidos, se oxida a sulfato que es tomado por las plantas, 
algas y microorganismos, y que lo convierten en su forma orgánica reducida (tiol, -SH), 
en un proceso denominado reducción asimilatoria e incorporándose así a la cadena 
trófica (Figura 3). La descomposición de estos organismos por los microorganismos del 
suelo y sedimentos, que utilizan los compuestos orgánicos azufrados en reacciones 
desasimiladoras, produce mercaptanos y S
2-
 (desulfuración) que finalmente los oxidan a 
sulfatos (mineralización). 
Además, el azufre puede ser liberado a la atmósfera en forma de compuestos 
volátiles provenientes de los volcanes, de las actividades antropogénicas (dióxidos de 
azufre) y de los océanos (dimetilsulfuro, DMS). Estos compuestos volátiles se oxidan a 
 
 
Figura 3. Ciclo biogeoquímico del azufre en la naturaleza. 
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sulfato en la atmósfera, el cual se deposita en las aguas y suelos para completar el ciclo 
(Figura 3). 
Dentro de este ciclo, la biodisponibilidad de sulfato para los organismos 
autótrofos viene determinada por la previa oxidación de las formas reducidas de azufre. 
En el suelo, este cambio en el estado de oxidación es una actividad realizada 
principalmente por microorganismos, que pueden ser especialistas o no, presentando el 
conjunto de reacciones un esquema análogo al encontrado para el nitrógeno (Huxtable, 
1986; Wainwright, 1984) (Figura 4). De hecho, las bacterias desempeñan las 
principales funciones en los procesos tanto de oxidación como de reducción en este 
ciclo. Así, las bacterias oxidadoras de sulfuro y de azufre elemental producen sulfato y 
las bacterias reductoras de sulfato lo utilizan como aceptor final de electrones en la 
respiración anaeróbica, produciendo sulfuro y completándose el ciclo (Tabla 1). En 
términos de estas reacciones, la forma más importante de azufre es el sulfato; esto se 
debe a que el sulfato se encuentra implicado tanto en las reacciones oxidativas como en 
las reductivas del ciclo (Figura 4).  
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Figura 4. Ciclo del azufre mostrando los cambios en los estados de oxidación y 
reducción del azufre (Color rojo: reacciones reductoras; Color azul: reacciones 
oxidadoras; Color Blanco: reacciones hidrolizantes).
  
Tabla 1. Procesos clave y organismos en el ciclo del azufre. 
Proceso Condición Organismos 
Oxidación de 
sulfuro/azufre 
(Sulfooxidación) 
S
2-
  S0  SO4
2-
 
Aerobia 
Bacterias quimilitotróficas del azufre 
(Thiobacillus, Beggiatoa y otros) 
Anaerobia 
Bacterias fototróficas rojas y verdes, y 
algunos quimiolitotrofos 
Reducción de sulfato 
(Sulfatorreducción) 
SO4
2-
  S2- 
Anaerobia 
Desulfovibrio, Desulfobacter, 
Desulfotomaculum y otros anerobios estrictos 
sulfato reductores 
Reducción de azufre 
(Sulforreducción) 
S
0
  S2- 
Anaerobia 
Desulfuromonas, Campylobacter, 
Desulfurococcus y muchas Archaea 
hipertermófilas 
Dismutación de azufre 
S2O3
2-
  S2- + SO4
2-
 
Anaerobia Desulfovibrio y otras 
Oxidación o reducción de 
compuestos orgánicos 
CH3SH  CO2 + H2S 
DMSO  DMS 
Anaerobia / 
Aerobia 
Hongos, plantas y bacterias 
Microalgas 
Desulfurilación   
Orgánicos-SH  S2- Anaerobia Desulfovibrio 
Orgánico-SH  SO4
2-
 Aerobia Muchos organismos 
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1.2.3. Problemática medioambiental del sulfato: origen natural y antropogénico 
Actualmente, el contenido de sulfato en el medioambiente se está viendo 
incrementado debido a las contribuciones de diferentes fuentes, presentando un doble 
origen, natural y antropogénico. Como se vio anteriormente, el sulfato se produce de 
forma natural en ambientes acuáticos o terrestres, como resultado de la descomposición 
de la materia orgánica, de la deposición atmosférica de azufre (aerosoles de sulfato 
atmosférico y lluvia ácida), o por la erosión de ciertas formaciones geológicas 
incluyendo, el yeso o aljez, (sulfato de calcio dihidratado, CaSO4·2H2O), baritina 
(sulfato de bario, BaSO4), epsomita (MgSO4·7H2O), mirabilita (Na2SO4·10H2O) o 
sulfato de sodio (Na2SO4) (Greenwood and Earnshaw, 1984). Dentro de las fuentes 
naturales, las emisiones de dimetilsulfuro por el fitoplancton marino suponen alrededor 
del 19% y las emisiones de SO2 de volcanes alrededor del 7% del contenido total de las 
emisiones de azufre (Haywood and Boucher, 2000).  
En general, el sulfato se encuentra bien accesible en los ecosistemas acuáticos, 
presentando las aguas de consumo un rango de concentración de 0.1-1.38 mM, siendo el 
promedio del consumo humano diario de sulfato de 0.02-0.63 mg (WHO, 2004). Sin 
embargo, las aguas dulceacuícolas y marinas difieren sustancialmente con respecto a la 
disponibilidad de este compuesto. El sulfato se encuentra generalmente en 
concentraciones bajas en la mayoría de los sistemas dulceacuícolas, alrededor de 0.01 
hasta 0.5 mM, siendo mucho menor que en los sistemas marinos, 28 mM (Holmer and 
Storkholm, 2001), donde constituye el segundo anión más abundante. Por lo tanto, los 
océanos representan enormes depósitos de azufre en forma de sulfato disuelto, 
principalmente en forma inorgánica (sulfato de sodio). 
En cuanto al origen antropogénico de los sulfatos, este viene determinado 
principalmente por las descargas antropogénicas, siendo la industria, la minería y la 
agricultura sus principales fuentes. En el caso de las descargas industriales, estas 
proceden de desechos de origen industrial, como las operaciones de minería y fundición, 
fábricas de pasta kraft (pasta de celulosa) y de papel, fábricas textiles y curtidurías. La 
extracción del carbón eleva el nivel de sulfato disuelto en el medioambiente, procedente 
de los desechos de los efluentes de la extracción, los cuales se encuentran caracterizados 
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por altas concentraciones de sulfato. La producción mundial de sulfato de sodio es de 
alrededor de 4.6 millones de toneladas, de las cuales aproximadamente el 50% proviene 
como subproducto de la industria química y el resto es producido a partir de 
yacimientos mineros (OECD, 2006). 
En la agricultura, el principal uso de los sulfatos radica en su empleo como 
fertilizantes, siendo el sulfato de amonio (NH4)2SO4 el más comúnmente utilizado. 
También hay productos no agrícolas que contienen niveles de sulfato de amonio de 
hasta 50% y están destinados a ser utilizados por el público en general (por ejemplo, 
productos de limpieza, pinturas, aditivos alimentarios, etc.) En 2002, en Alemania, 
Europa Occidental, Estados Unidos y Canadá, en Asia, incluyendo Japón, se produjeron 
aproximadamente 0.76, 3.95, 3.33 y 3.95 millones de toneladas de sulfato de amonio, 
respectivamente. La producción mundial de sulfato de amonio equivale a 
aproximadamente 17.2 millones de toneladas por año (OECD, 2004). 
Los sulfatos atmosféricos de origen antropogénico son producidos como 
partículas microscópicas (aerosoles de sulfato) y a través de las emisiones de SO2, 
provenientes de la quema de combustibles fósiles (sobre el 72%) y con una pequeña 
contribución por parte de la quema de biomasa (alrededor del 2%) (Haywood and 
Boucher, 2000). La combustión de estos productos aumenta la acidez de la atmósfera, al 
interaccionar estos gases (SO2 y SO3) con el agua de lluvia, formando ácido sulfúrico y 
constituyendo la lluvia ácida (Delisle and Schmidt, 1977), lo que contribuye a aumentar 
el contenido de sulfato en aguas y suelos, además de otros efectos no deseables 
(Dämmgen et al., 1998). El valor medio anual de precipitación de sulfato sobre Europa 
Central es de alrededor de 6 mg/L (WHO/UNEP, 1989) y las concentraciones en el aire 
varían desde 0.5 hasta 228 mg/m
3
, siendo el rango medio desde 0.8 a 31.5 mg/m
3
 
(USEPA, 1985).  
Respecto a otros sulfatos, el sulfato de aluminio (alumbre, KAl(SO4)2·12H2O) se 
utiliza como un agente de sedimentación en el tratamiento de agua potable; el sulfato de 
cobre (CuSO4) se ha utilizado para el control de algas en fuentes de agua potable y 
públicas (McGuire et al., 1984) y en la fabricación de un tipo de rayón; el yeso y barita 
se utilizan en la construcción y como aditivos en la fabricación de papel y cartulina; el 
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sulfato de bario (BaSO4) se utiliza en medicina para realizar radiografías de contraste; el 
sulfato sódico (NaSO4) se utiliza en la fabricación del vidrio, como aditivo en los 
detergentes, fabricación de tintes, tratamiento electroquímico de metales, alimentos para 
animales, productos farmacéuticos, textiles, semiconductores y fertilizantes (OECD, 
2006).  
Durante las últimas décadas ha surgido una gran preocupación ambiental y de 
salud pública por los problemas que originan los residuos peligrosos. Esta preocupación 
nació en los países con mayor desarrollo económico, obligando a encarar problemas de 
contaminación del medio ambiente y sus consecuentes efectos adversos en la salud 
pública. La contaminación de los ambientes acuáticos ha aumentado debido a varias 
causas, como la rápida industrialización, el uso masivo de fertilizantes químicos en la 
agricultura, el aumento del consumo de fármacos por la población humana, etc. 
Actualmente, el sulfato se está volviendo un problema real para los ecosistemas, en 
especial en los medios dulceacuícolas en donde es un contaminante potencialmente 
dañino. Las altas descargas de sulfato en ríos y aguas subterráneas han conducido a un 
aumento de los flujos de azufre y, por consiguiente, en un incremento de las 
concentraciones en pantanos y marismas. De hecho, el sulfato puede ser el responsable 
del incremento de la salinidad de estos ambientes  (Bowell, 2000). La contaminación 
por sulfato y su posterior producción de sulfuro produce alteraciones en la cadena 
trófica debido a la reducción de los recursos nutricionales y por un aumento de la 
competencia entre las especies. Por lo tanto, la contaminación por sulfato y el estudio de 
sus consecuencias debe ser tenida en cuenta, puesto que ésta es el resultado de la acción 
directa e indiscriminada de la actividad antropogénica. 
1.2.4. Efectos del sulfato en los seres vivos 
Actualmente, se han realizado numerosos estudios para determinar la toxicidad 
del sulfato en los seres humanos (Backer, 2000; Backer et al., 2001; Chien et al., 1968). 
La ingestión de sulfato de sodio y de magnesio causa catarsis y efectos diarreicos en 
hombres adultos (Cocchetto and Levy, 1981; Morris and Levy, 1983). Los efectos 
catárticos son experimentados por personas que consumen agua que contiene sulfato en 
concentraciones superiores a 600 mg/L (Chien et al., 1968; USDHEW, 1962). La 
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deshidratación también ha sido observada como un efecto secundario común después de 
la ingestión de grandes cantidades sulfato de sodio o de magnesio (Fingl, 1980).  
1.2.5. Absorción, transporte y asimilación del sulfato en las células microalgales 
Los organismos fotosintéticos sintetizan una amplia variedad de compuestos de 
azufre usando sulfato como fuente de azufre primaria (Leustek et al., 2000; Saito, 
2004). Generalmente, el azufre es incorporado por los organismos autótrofos en forma 
de sulfatos y a continuación reducido a sulfuro que finalmente es transferido a los 
aminoácidos azufrados cisteína y metionina (Figura 5) (Hell et al., 2008; Wirtz and 
Droux, 2005), siendo un proceso bien conocido en células algales (Shibagaki and 
Grossman, 2008). 
En estas células, el sulfato se transporta al interior celular con la ayuda de 
proteínas transportadoras de membrana en contra del gradiente de potencial, siendo 
transportado activamente mediante un mecanismo de simporte con protones (3H
+
/SO4
2-
) 
en un proceso dependiente de energía catalizado por permeasas específicas de 
membrana plasmática, como SULTR (Figura 6). El gradiente de potencial 
electroquímico de H
+ 
requerido para dicho simporte es mantenido por una H
+
-ATPasa 
del plasmalema que transporta unidireccionalmente H
+ 
hacia el exterior. Una vez 
transportado al interior celular podrá ser almacenado en la vacuola, o bien ser 
transportado al interior de los cloroplastos mediante transportadores de sulfato 
asociados con los orgánulos, donde tiene lugar el proceso de asimilación (Hawkesford, 
2003). En el caso particular de la microalga Chlamydomonas reinhardtii, así como en 
 
 
Figura 5. Los aminoácidos azufrados metionina (izquierda) y cisteína (derecha).
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otras algas verdes unicelulares, se conoce la existencia de dos sistemas de transporte de 
sulfato que están localizados en la membrana plasmática (SULTR) (Pootakham et al., 
2010) y en la envoltura del cloroplasto (SulP) (Melis and Chen, 2005).  
La asimilación del sulfato (reducción asimilativa) se produce exclusivamente en 
el cloroplasto de las algas verdes, siendo un proceso dependiente de la luz y en donde 
reductores fotosintéticos y ATP se emplean para la reducción de sulfato y la biosíntesis 
de cisteína y metionina (Anderson, 1981; Leustek et al., 2000; Rennenberg et al., 1982). 
La Figura 6 muestra un esquema del metabolismo de asimilación del azufre. En el 
cloroplasto, el sulfato se transforma a adenosina 5’-fosfosulfato (5’-adenililsulfato, 
APS) por la acción enzimática de la ATP sulfurilasa (APS). La reducción del sulfato del 
APS hasta sulfuro se realiza en dos reacciones sucesivas. En la primera, la enzima APS 
reductasa (APR) transfiere dos electrones al APS, reduciéndose el sulfato activo a 
sulfito libre (SO3
2-
). En la segunda reacción, el sulfito es reducido a sulfuro libre (S
2-
) 
mediante la transferencia de seis electrones suministrados por ferredoxina reducida 
(Fdred) generada fotosintéticamente. Dicha reacción es catalizada por la enzima sulfito 
reductasa (SIR). La reducción global de sulfato a sulfuro requiere una molécula de ATP 
y ocho electrones. Finalmente tiene lugar la síntesis de cisteína por la acción secuencial 
de las enzimas serina acetiltransferasa (SAT) que cataliza la síntesis de O-acetilserina 
(OAS) y la O-acetilserina tiol-liasa (OASTL) que cataliza la incorporación del sulfuro a 
O-acetilserina para formar cisteína (Cys).  
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Figura 6. Metabolismo de asimilación del azufre en los compartimentos 
subcelulares de las células microalgales. El color negro indica el nombre de los 
metabolitos: Ac-CoA, acetil-CoA; APS, adenosina 5’-fosfosulfato; CN-Ala, -ciano-Ala; 
Cys, cisteína; Cyst, cistationina; Glu, ácido glutámico; -GluCys, -glutamilcisteína; 
GSH, glutatión reducido; GS-X, glutatión conjugado; Met, metionina; OAS, O-acetil-Ser; 
PAPS, 3’-fosfoadenosina-5’-fosfosulfato (3’-fosfoadenilsulfato); Ser, serina; SAM, S-
adenosilmetionina; X-CysGly, cisteínilglicina conjugada. El color azul indica los nombres 
de los cofactores: ATP, adenosín trifosfato; GSH, glutatión reducido; Fdred, ferredoxina 
reducida. El color rojo indica el nombre de las proteínas: APK, APS quinasa; APR, 
adenosina 5’-fosfosulfato reductasa; APS, ATP sulfurilasa; BCS, -ciano-Ala sintasa; 
CBL, cistationina--liasa; CGS, cistationina -sintasa; -ECS, -glutamilcisteín 
sintetasa; GGT, -glutamil transferasa; GS, glutatión sintetasa; GST, glutatión-S-
transferasa; MS, Metionina sintasa; OASTL, OAS (tiol)-liasa; SAM, S-adenosilmetionina 
sintetasa; SAT, Ser acetiltransferasa; SIO, sulfito oxidasa; SIR, sulfito reductasa. El 
color amarillo indica el nombre de los transportadores: CLT, transportador de tioles; 
MRP, proteína asociada a la resistencia a múltiples fármacos; SulP, transportador de 
sulfato del cloroplasto; SULTR, transportador de sulfato de la membrana plasmática. 
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1.2.6. Importancia nutricional del sulfato en los medios de cultivo microalgales 
Las plantas, algas, levaduras y la mayoría de los procariotas son capaces de 
tomar el sulfato y de esta forma cubrir la demanda de azufre necesaria para su 
crecimiento y desarrollo. Por esta razón, la mayoría de los medios de cultivo para estos 
organismos contienen una sal de sulfato disuelta. Sin embargo, las microalgas no 
necesitan la misma cantidad de cada nutriente, por lo que conocer la mejor 
concentración de cada uno es un tema importante que ayudará a desarrollar un 
crecimiento más eficiente para estos microorganismos y, en consecuencia, una mayor 
producción de microalgas, ya sea en el campo de la biotecnología y acuicultura o 
simplemente con fines experimentales. 
No obstante, existen pocos trabajos sobre la optimización de los medios de 
cultivo basados en las necesidades nutricionales de las microalgas para los nutrientes 
azufrados como el sulfato. De hecho, la mayoría de los modelos de crecimiento de 
microalgas se basan en la optimización de suplementos nutricionales como el carbono, 
nitrógeno y fosfato, junto con ciertos cationes (hierro, calcio, cobalto...) (Chen et al., 
2011; Gallardo Rodríguez et al., 2009; Romero et al., 1999; Ruiz et al., 2011; Zhang et 
al., 2008), especialmente en cultivos heterotróficos (Perez-Garcia et al., 2011). Sin 
embargo, el resto de macroelementos, como el azufre, no suelen ser tenidos en gran 
consideración en los estudios de optimización de cultivos algales; tal vez porque el 
azufre es el menos abundante de los seis macronutrientes requeridos para estas células. 
Sin embargo, desempeña un papel importante en el crecimiento de las microalgas y 
como se vio, muestra una gran importancia biológica. El estudio de este elemento 
requiere más atención y una mejor comprensión, especialmente para especies 
dulceacuícolas, donde el contenido de sulfato puede variar ampliamente entre diferentes 
recetas de cultivo (0.1-5 mM). Este procedimiento es importante para determinar la 
cantidad de cada nutriente en el medio, lo cual es necesario para optimizar el 
crecimiento de las microalgas y poder evitar el uso de cantidades excesivas de 
nutrientes, mejorando la viabilidad de los sistemas productivos. 
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1.3. Metales, una problemática ambiental 
Desde la época de la Revolución Industrial la producción de contaminantes ha 
ido incrementándose de forma notable y, en concreto, metales como el plomo, el cobre 
y el zinc han aumentado de manera exponencial. Estos elementos se han utilizado en 
diversas áreas a lo largo de miles de años. Las primeras aplicaciones se remontan a hace 
5000 años, incluyendo materiales de construcción, pigmentos para cerámica, tuberías 
para el transporte del agua, etc. (Järup, 2003). Desde mediados del siglo XIX, la 
producción de metales aumentó considerablemente a lo largo de más de 100 años, con 
emisiones contaminantes al medio ambiente (Nriagu, 1996) (Figura 7).  
Como consecuencia de este uso, los metales son descargados a la atmósfera y a 
los ambientes acuáticos y terrestres, principalmente como solutos o partículas que 
pueden alcanzar concentraciones elevadas, especialmente cerca del sitio de descarga 
 
 
Figura 7. Producción mundial y consumo de algunos metales, 1850-1990 
(Nriagu, 1996).
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(Cañizares-Villanueva, 2000). El origen más común de las descargas son las fuentes 
industriales, siendo la industria minera una de las más importantes (Alloway and Ayres, 
1993).  
Debido a su movilidad en los ecosistemas acuáticos y a su toxicidad para los 
seres vivos, los iones metálicos presentes en los abastecimientos de aguas superficiales 
y subterráneos son los contaminantes inorgánicos más importantes en el ambiente. A 
diferencia de otros contaminantes (herbicidas y pesticidas), los metales perduran en el 
medio ambiente sin llegar a ser degradados y se acumulan en los sedimentos, pudiendo 
ser liberados lentamente en el agua y ejerciendo su toxicidad incluso a largo plazo. 
Además, se acumulan en la cadena alimentaria provocando una grave amenaza para la 
salud humana (De La Noue and De Pauw, 1988). El gran aumento de la circulación de 
estos elementos a través del medio ambiente y su transferencia inevitable a la cadena 
alimentaria humana sigue siendo un problema ambiental importante, lo que conlleva 
algunos riesgos de salud desconocidos para las generaciones futuras. 
Los metales se pueden clasificar en metales ultraligeros, ligeros y pesados en 
función de que presenten una densidad menor a 2 g/cm
3
, entre 2 y 5 g/cm
3
, e igual o 
mayor a 5 g/cm
3 
(Passow et al., 1961), respectivamente. Sin embargo, esta definición 
está cada vez más en desuso. Los metales, a modo de definición, son un grupo de 
elementos químicos caracterizados por presentar una buena conductividad del calor y de 
la electricidad, poseer una alta densidad, ser sólidos a temperatura ambiente (excepto 
el mercurio), caracterizados por poseer un brillo especial, cierto grado de plasticidad y 
una tendencia clara a formar cationes en solución acuosa. Existen 80 metales entre los 
que se distinguen varios grupos o familias, que ocupan distintos lugares en el sistema 
periódico. Actualmente, el término metal se utiliza en un sentido mucho más amplio. 
El rasgo distintivo de los metales es que algunos de ellos, como por ejemplo Cu, 
Zn, Mn, Fe, Co, etc., son esenciales para el crecimiento y el metabolismo, actuando 
como cofactores enzimáticos en concentraciones traza. Sin embargo, otros metales 
como el Cd, Ag, Pb, Hg, Au, etc., carecen de función biológica conocida y entran en las 
células alterando sus funciones celulares. Tanto los no esenciales como los esenciales a 
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elevadas concentraciones pueden ser altamente tóxicos para las células vivas (Gadd, 
2000; Gadd and Griffiths, 1978), generando diversos efectos citotóxicos: 
 Sustitución de metales esenciales en sus sitios específicos de unión a proteína 
por parte de metales no esenciales, conllevando a la inactivación de ésta o a la 
interrupción de las interacciones enzimáticas con sus cofactores 
correspondientes 
 Inducción de estrés oxidativo por parte de algunos metales (Fe, Cu, Cr, Co, V, 
Ni, Cd o Hg) (Aruldhas et al., 2005; Gorbi et al., 2006; Khan et al., 2009; 
Mallick, 2004; Pinto et al., 2003)  
 Unión poco específica de los metales a macromoléculas biológicamente 
importantes como son los grupos prostéticos de enzimas o metaloproteínas, de 
forma que pueden alterar su conformación y actividad biológica. Este tipo de 
unión no específica constituye la forma principal de toxicidad de los metales 
(Mas and Arola, 1993). Es bien conocido que los cationes metálicos presentan 
una gran afinidad por los grupos tiol (-SH) presentes en aminoácidos como la 
cisteína (Cys) y metionina (Met), constituyentes de conocidos antioxidantes 
como el glutatión (GSH) y las metaloproteínas (De Vos et al., 1992) 
 Capacidad para alterar o desnaturalizar las proteínas, cuando sus niveles en el 
interior celular sobrepasan un determinado umbral de concentración.  
1.4. El cadmio 
El cadmio fue descubierto en 1817 por el químico alemán Friedrich Stromeyer 
mientras estudiaba compuestos de zinc (carbonato de zinc). Su origen etimológico 
proviene de la palabra latina cadmia, y de la palabra griega kadmeia, que significa 
calamina (carbonato de zinc). El cadmio fue encontrado en una impureza de este 
mineral. 
Durante mucho tiempo, el cadmio ha sido clasificado como uno de los metales
más peligrosos para los organismos y por lo tanto, ha sido incluido en la llamada "lista 
negra" de la Comunidad Europea (Mislin and Ravera, 1986). Después del mercurio y el 
plomo, el cadmio es considerado como el siguiente metal en importancia como 
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contaminante del medio ambiente. En particular, el cadmio es uno de los más peligrosos 
metales presentes en los ecosistemas, lo que contribuye a su deterioro.  
1.4.1. Propiedades físico-químicas del cadmio 
Las propiedades químicas y físicas del cadmio son muy similares a las del zinc, 
y con frecuencia coexiste con este metal en la naturaleza. En los minerales y las menas, 
la proporción de cadmio y zinc suele oscilar entre 1:100 a 1:1.000. 
Su número atómico es 48, el peso atómico es de 112.411 g/mol, la configuración 
electrónica [Kr]4D
10
5S
2
 y su estado oxidativo de +2. Es un metal de transición que 
pertenece al Grupo 12 de la tabla periódica (antiguamente IIB), período 5 y bloque d. 
Sus principales propiedades físico-químicas se resumen en la Tabla 2 (Emsley, 2001). 
 
Tabla 2. Propiedades físico-químicas del cadmio (Emsley, 2001). 
Propiedades Descripción 
Nº atómico 48 
Valencia 2 
Estado oxidativo +2 
Electronegatividad 1.7 
Radio covalente 1.48 Ǻ 
Radio iónico 0.97 Ǻ 
Radio atómico 1.54 Ǻ 
Configuración electrónica [Kr]4D
10
5S
2
 
Primer potencial de ionización 9.03 eV 
Masa atómica 112.411 g/mol 
Densidad a 20 ºC 8.64 g/cm
3
 
Punto de ebullición 767ºC 
Punto de fusión 320.9ºC 
Isótopos más comunes 
112
Cd, 
114
Cd 
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Generalmente descrito de color azul o blanco plateado, presenta una forma 
relativamente suave, dúctil y maleable, pero dicha forma no es común en el medio 
ambiente (Foto 2). Se encuentra generalmente como un mineral combinado con otros 
elementos como el oxígeno (óxido de cadmio), cloro (cloruro de cadmio), o azufre 
(sulfato de cadmio, sulfito de cadmio).  
 
1.4.2. El cadmio en el medio ambiente: origen natural y antropogénico 
El cadmio es un elemento metálico de origen natural que se encuentra en rocas, 
suelos y sedimentos, y por lo tanto está bastante extendido en el medio natural. Se 
encuentra en la corteza terrestre con una concentración media de 0.1 mg/kg, 
localizándose principalmente en pizarras y rocas ígneas, carbón, piedra arenisca, piedra 
caliza, en los sedimentos de lagos y océanos, y en el suelo. El cadmio, al ser un metal, 
persiste en numerosos compartimentos ambientales, particularmente en los suelos. A 
través de procesos naturales como la meteorización y la erosión, la actividad volcánica e 
incendios forestales, las pequeñas cantidades de cadmio se liberan a la atmósfera y a los 
medios acuáticos. La actividad volcánica es la mayor fuente de aporte natural de 
cadmio, siendo el flujo anual de 100-500 toneladas y llegando a existir concentraciones 
de cadmio en suelos volcánicos de hasta 4.5 mg/kg. En los océanos se localiza en rocas 
fosfatadas marinas alcanzando una concentración de hasta 15 mg/kg. No obstante, en 
 
 
Foto 2. Cadmio puro. 
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ambientes marinos la concentración natural de este metal se sitúa en concentraciones 
traza; en las aguas superficiales alcanza concentraciones menores a los 5 ng/L. En la 
Tabla 3 se muestra los niveles de cadmio naturales en cada compartimento ambiental 
importante (ICdA, 1999 ). 
 
Sin embargo, las fuentes antropogénicas de cadmio son muy variadas, ya que 
este elemento químico presenta un número importante de aplicaciones industriales. De 
hecho, las principales fuentes de este metal en el agua provienen de la utilización de 
fertilizantes y de la minería (fertilizantes de fosfato, 41%, uso de combustibles fósiles, 
22% y en la producción de hierro y acero, 17%) (Tabla 4) (Van Assche, 1998). Dada la 
magnitud relativa de su uso, se podría esperar que los riesgos para la salud y el medio 
 
Tabla 4. Fuentes de cadmio (Van Assche, 1998). 
Fuente Contribución 
Fertilizantes fosfatados 41% 
Combustión de combustibles fósiles 22% 
Producción de hierro y acero 17% 
Fuentes naturales 8% 
Metales no ferrosos 6% 
Producción de cemento 2.5% 
Productos cádmicos 2.5% 
Incineración 1% 
 
 
Tabla 3. Niveles de cadmio naturales en el medio ambiente (ICdA, 1999 ). 
Compartimento Niveles 
Atmósfera 0.1-5 ng/m
3
 
Corteza terrestre 0.1-0.5 mg/kg 
Sedimentos marinos ~ 1 mg/kg 
Agua de mar ~ 0.1 g/L 
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ambiente fueran mayores por presencia de cadmio en algunos fertilizantes, 
especialmente aquellos en los que su empleo afecta directa o indirectamente a la cadena 
alimentaria. 
La producción total mundial de cadmio es de más de 20000 toneladas/año; 
mientras que las reservas mundiales, actualmente accesibles, se estiman en 500000 
toneladas (USGS, 2015) (Tabla 5). 
Dentro de la Unión Europea, Bélgica y Alemania representan casi la mitad del 
cadmio producido (Tabla 6). El consumo de cadmio del mundo occidental asciende a 
cerca de 15500 toneladas/año, y en Europa se llegó a consumir alrededor de 6400 
toneladas/año en 1984, valor que disminuyó a alrededor de 6000 toneladas/año en 1991 
(OECD, 1994) y a 5500 toneladas/año de 1997 a 1998 (Atkins, 1998). 
  
 
 
 
 
 
26 
 
INTRODUCCIÓN 
 
 
T
a
b
la
 5
. P
ro
d
u
cció
n
 y
 re
se
rv
a
s m
u
n
d
ia
le
s d
e
 ca
d
m
io
 re
fin
a
d
o
 e
n
tre
 
2
0
0
0
-2
0
1
3
 (to
n
e
la
d
a
s m
é
trica
s) (U
S
G
S
, 2
0
0
2
; 2
0
1
2
; 2
0
1
3
; 2
0
1
5
). 
P
a
ís 
2
0
0
0
 
2
0
1
1
 
2
0
1
2
 
2
0
1
3
 
R
eserv
a
s 
A
lem
a
n
ia
 
1
1
4
0
 
1
1
5
0
 
1
1
0
0
 
N
D
 
6
0
0
0
 
A
u
stra
lia
 
5
5
2
 
3
9
0
 
3
8
0
 
3
8
0
 
6
1
0
0
0
 
C
a
n
a
d
á
 
2
0
2
4
 
1
7
7
0
 
1
1
0
0
 
1
4
0
0
 
2
3
0
0
0
 
C
h
in
a
 
2
3
7
0
 
7
0
0
0
 
7
0
0
0
 
7
4
0
0
 
9
2
0
0
0
 
In
d
ia
 
3
1
4
 
6
3
0
 
6
2
0
 
4
5
0
 
3
5
0
0
0
 
J
a
p
ó
n
 
2
4
7
2
 
1
7
6
0
 
2
1
3
0
 
1
8
3
0
 
- 
K
a
za
jistá
n
 
2
5
7
 
1
4
0
0
 
1
4
0
0
 
1
2
0
0
 
3
0
0
0
0
 
M
éjico
 
1
2
6
8
 
1
4
8
0
 
1
6
1
0
 
1
4
9
0
 
4
7
0
0
0
 
P
a
íses B
a
jo
s 
6
2
8
 
5
7
0
 
5
4
0
 
5
6
0
 
- 
P
erú
 
4
8
3
 
5
7
2
 
6
9
0
 
6
9
5
 
5
5
0
0
0
 
P
o
lo
n
ia
 
6
 
4
5
0
 
4
5
0
 
4
0
0
 
1
6
0
0
0
 
R
ep
ú
b
lica
 d
e C
o
rea
 
1
9
1
1
 
4
0
0
0
 
4
1
0
0
 
4
0
0
0
 
- 
R
u
sia
 
9
2
5
 
7
0
0
 
7
0
0
 
1
2
0
0
 
4
4
0
0
0
 
U
S
A
 
1
8
9
0
 
6
0
0
 
N
D
 
N
D
 
3
2
0
0
0
 
O
tro
s P
a
íses 
5
5
5
0
 
1
1
9
0
 
1
2
0
0
 
1
0
2
0
 
1
3
0
0
0
0
 
T
o
ta
l M
u
n
d
ia
l (a
p
ro
x
im
a
d
o
) 
2
0
1
0
0
 
2
2
2
0
0
 
2
3
0
0
0
 
2
2
0
0
0
 
5
0
0
0
0
0
 
N
D
: N
o
 D
isp
o
n
ib
le, -: cero
.
 
 
 
T
a
b
la
 6
. 
P
ro
d
u
cció
n
 d
e
 
ca
d
m
io
 
d
e
 
la
 
U
n
ió
n
 
E
u
ro
p
e
a
 (A
tk
in
s, 1
9
9
8
). 
P
a
ís 
%
 d
e p
ro
d
u
cció
n
 d
e la
 U
E
 
(cifra
s a
p
r
o
x
im
a
d
a
s d
e 1
9
9
7
 a
 1
9
9
8
) 
B
élg
ica
 
2
9
%
 
A
lem
a
n
ia
 
2
0
%
 
F
in
la
n
d
ia
 
1
4
%
 
Ita
lia
 
1
1
%
 
P
a
íses B
a
jo
s 
9
.6
%
 
R
ein
o
 
U
n
id
o
 
8
.4
%
 
E
sp
a
ñ
a
 
6
.0
%
 
F
ra
n
cia
 
2
.5
%
 
 
  
 
 
 
 
 
27 
 
INTRODUCCIÓN 
Los usos industriales del cadmio son múltiples y variados, pero principalmente 
es utilizado como agente lubricante en metal chapado (galvanización, aleaciones y 
soldaduras), pigmentos y pinturas, plásticos (estabilizadores de PVC), baterías (Ni-Cd), 
células fotovoltaicas y fotográficas, fungicidas, fertilizantes fosfatados, etc. (Nordberg, 
2001). La mayoría de estos son distribuidos ampliamente en el medio ambiente y 
difíciles de reciclar. Se estima que entre 4000-13000 toneladas de cadmio se producen a 
través de las actividades industriales (ATSDR, 2005), en comparación con las fuentes 
naturales que aportan 840 toneladas a la atmósfera, incluyendo las erupciones 
volcánicas (Wright and Welbourn, 2002). El consumo de cadmio dentro de los 
principales grupos de productos se resume en la Tabla 7 (Atkins, 1998). 
1.4.3. Efectos tóxicos del cadmio en los seres vivos 
Este metal representa un grave peligro para todas las formas de vida, incluyendo 
el hombre, animales y plantas (Järup, 2003; Järup and Åkesson, 2009; WHO, 1992), 
puesto que es considerado un elemento no esencial cuyo riesgo real se debe a que 
presenta una alta toxicidad y gran capacidad de bioacumulación en la cadena 
alimentaria (Raskin et al., 1997; Sanità di Toppi and Gabbrielli, 1999).  
Sus principales efectos tóxicos son debidos a que compite con otros iones, 
especialmente con el zinc, el hierro, el cobre y el calcio, produciendo alteraciones en 
diversos procesos metabólicos (Brzóska and Moniuszko-Jakoniuk, 2001; Noël et al., 
 
Tabla 7. Consumo de cadmio de la UE por grupo de productos (Atkins, 1998). 
Producto 
Toneladas/año  
(UE 1997/98) 
% de uso 
(UE 1997/98) 
Toneladas/año  
(UE 2000) 
Pigmentos 830 15% 830 
Estabilizadores 270 4.9% 30 
Enchapado 195 4.1% 195 
Otros 
(principalmente baterías) 
4205 76% - 
Total 5500 100% 1055 
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2006; Pawlik-Skowrońska, 2001; Prévot and Soyer-Gobillard, 1986; Sunda and 
Huntsman, 1996). Además, presenta una alta afinidad por las estructuras biológicas que 
contienen grupos tiol (principalmente enzimas) (Jacobson and Turner, 1980; Stohs and 
Bagchi, 1995). A nivel celular bloquea los canales de membrana para el calcio (Ca
+2
) 
(Swandulla and Armstrong, 1989) e inhibe diversas enzimas que presentan papeles 
importantes en procesos metabólicos tales como la gluconeogénesis y la fosforilación 
oxidativa (Faiz et al., 2011; Jacobs et al., 1956). Finalmente, presenta una alta 
genotoxicidad debido a la formación de especies reactivas de oxígeno, principalmente 
anión superóxido (O
2-
) y peróxido de hidrógeno (H2O2), causantes de lesiones 
oxidativas en el ADN, lípidos y diversas enzimas (Deng et al., 2010; Hashem, 2013; Lin 
et al., 2007). 
La exposición al cadmio, en humanos, puede producir diarreas, dolor de 
estómago y vómitos severos, neumonitis química, edema pulmonar, disfunciones 
renales, alteraciones en el tracto intestinal, anemia hipocrómica, anosmia, enfisema 
pulmonar, cáncer pulmonar y dolencias óseas como la enfermedad de ―Itai-Itai‖ (Foto 
3) (Järup et al., 2000; Nordberg, 2001). 
 
 
Foto 3. Paciente que sufre de una exposición prolongada al cadmio (enfermedad 
de Itai-Itai).
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Entre los efectos observados en organismos fotosintéticos por la exposición a 
cadmio se puede destacar la reducción del crecimiento (Okamoto et al., 1996), 
reducción en el transporte electrónico fotosintético y de la fijación del carbono 
fotosintético (De Filippis and Ziegler, 1993), inhibición de las enzimas debido al 
desplazamiento de metales esenciales, como el zinc, (Jeanne et al., 1993), disminución 
en la entrada de nutrientes (Husaini and Rai, 1991) y desarrollo morfológico anormal 
(Guanzon et al., 1994). Además, el cadmio, por presentar una gran afinidad por los 
grupos tiol (-SH), altera el metabolismo de los aminoácidos azufrados e inhibe el 
funcionamiento de enzimas (ej.- ATPAsas, deshidrogenasas, anhidrasa carbónica, etc.) 
cuyo grupo funcional activo es dicho grupo (Vymazal, 1987). 
La entrada del cadmio en las células es llevada a cabo por transportadores 
inespecíficos de membrana no existen mecanismos de entrada específicos para este 
metal al ser un metal no esencial para la mayoría de los organismos. Entre las proteínas 
responsables de la entrada de cadmio a la célula cabe destacar el transportador 
específico de calcio LCT1 y la proteína IRT1, perteneciente a la familia de 
transportadores de Zn y Fe (transportadores pertenecientes a la familia ZIP) (Clemens et 
al., 1998; Guerinot, 2000). 
Consecuentemente, esta toxicidad afecta a todos los organismos, pero 
especialmente aquellos en contacto directo con el metal, tales como microalgas. Por esta 
razón, necesitan desarrollar diversos mecanismos de tolerancia con el fin de prevenir o 
neutralizar su efecto tóxico potencial. 
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1.5. Mecanismo de tolerancia al cadmio mediado por compuestos 
azufrados: metalotioneínas 
Las microalgas han desarrollado medios para acumular metales tóxicos en una 
forma inocua cuando los niveles del metal en el interior celular se elevan por encima de 
un determinado valor umbral. Existen diversos mecanismos de respuesta a la toxicidad 
de metales que consisten en la adsorción de componentes tóxicos a su pared celular, 
secreción de compuestos orgánicos quelantes de metales (metalotioneínas), unión a 
compuestos intracelulares específicos y/o transporte a compartimentos celulares 
específicos (Cañizares-Villanueva, 2000; Hall, 2002; Perales-Vela et al., 2006).  
Uno de los mecanismos celulares más estudiados como respuesta de las 
microalgas al estrés debido a la presencia de metales, y en concreto al cadmio, es la 
quelación del metal por una molécula ligando y, en algunos casos, la posterior 
compartimentalización del complejo ligando-metal. En el caso de plantas se han 
descrito una gran cantidad de moléculas ligando de metales como ácidos orgánicos 
(citrato, principal ligante del Cu, Ni, Zn y el malato ligando del Al) (Delhaize and Ryan, 
1995), aminoácidos (histidina, también principal ligando del Cu, Ni y Zn) y péptidos 
como las metalotioneínas (Rauser, 1999). De todos ellos, las metalotioneínas son las 
más ampliamente distribuías.  
Las metalotioneínas (MTs) son polipéptidos de bajo peso molecular (6-7 kDa) 
ricos en el aminoácido cisteína (Cys) y en su estado reducido son capaces de quelar 
iones metálicos a través del grupo tiol (-SH) presente en la cisteína (Rauser, 1999). 
Fueron descubiertas en 1957 por Margoshes y Vallee (Marghoshes and Valle, 1957) tras 
purificar una proteína unida a cadmio en la corteza renal equina, pero a lo largo de los 
años se han encontrado metalotioneínas similares en un gran número de especies: 
animales (Kägi, 1991), microorganismos eucariotas (Sousa et al., 1998), en ciertos 
procariotas (Turner and Robinson, 1995), plantas (Grill et al., 1985), hongos (Al-
Lahham et al., 1999) y algas (Gekeler et al., 1988). Las metalotioneínas se agrupan en 
tres clases en función de su estructura primaria y el modo de síntesis (Rauser, 1999): 
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 MT de Clase I (MT-I): son productos de transcripción de ARNm. 
Estructuralmente presentan 20 residuos de cisteína, altamente conservados, de 
un total de 61 aminoácidos. Son producidos en una gran variedad de mamíferos, 
así como en peces, cangrejos, ostras y mejillones (Bebianno and Langston, 
1989; Kägi, 1993). 
 
 MT de Clase II (MT-II): también son productos de transcripción de ARNm, pero 
no presentan la misma distribución de los residuos de cisteína típica de las MT-I, 
careciendo de la homología arquetípica de la MT de mamíferos. Están presentes 
en invertebrados como Drosophila, erizo de mar, nematodos, levaduras, 
cianobacterias y plantas (Hughes et al., 2009; Turner and Robinson, 1995). 
 
 MT de Clase III (MT-III): son polipétidos atípicos puesto que son sintetizados 
enzimáticamente y no transcripcionalmente. Están basados en repeticiones de 
unidades de γ-glutamil-cisteína (γ-Glu-Cys). Se encuentran ampliamente 
distribuidos en el reino vegetal, incluyendo algas (Ngu and Stillman, 2011), 
plantas superiores (Domenech et al., 2007) y además en levaduras (Tohoyama et 
al., 1996). Originalmente, a estos polipéptidos se les denominó como cadistinas, 
aisladas en la levadura Schizosaccharomyces pombe (Kondo et al., 1984), pero 
posteriormente se los nombró con diversos términos como fitoquelatinas, 
péptidos γ-glutámicos, poli-(γ-glutamil-cisteinil)-glicinas y fitometalotioneínas. 
Actualmente, el término más empleado es el de fitoquelatinas (PCs). 
Este último mecanismo de defensa permite que estos microorganismos puedan 
tener aplicaciones biotecnológicas como biosorbentes de metales, lo que ofrece una 
alternativa potencial a los métodos ya existentes para la destoxificación y recuperación 
de metales tóxicos o valiosos presentes en aguas residuales industriales (Cañizares-
Villanueva, 2000; Cobbett and Goldsbrough, 2002; Torres et al., 1998). 
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1.5.1. Metalotioneínas de Clase III (MTs-III) o fitoquelatinas 
1.5.1.1. Estructura general y biosíntesis  
Las fitoquelatinas son polipéptidos compuestos por repeticiones de subunidades 
del dipéptido γ-glutamil-cisteína (γ-Glu-Cys). La característica común de estas 
subunidades repetidas es que están constituidas por estos dos aminoácidos unidos a un 
tercer aminoácido C-terminal. El aminoácido N-terminal (Glu) se encuentra unido a un 
residuo de Cys, a través de un enlace γ-carboxilamida. Así, las fitoquelatinas presentan 
la siguiente estructura general: (γ-Glu-Cys)n-Gly, en donde n varía de 2 a 11, pero 
generalmente se encuentra en un rango de 2 a 5, siendo la longitud característica de la 
especie. El rango del tamaño molecular oscila entre 2-10 kDa (Gaur and Rai, 2001; 
Steffens, 1990) (Figura 8). 
Existen cinco familias de fitoquelatinas, clasificadas en función del tipo de 
aminoácido C-terminal, el cual puede ser glicina (Gly), β-alanina (β-Ala), cisteína 
(Cys), serina (Ser) o ácido glutámico (Glu) (Rauser, 1999; Zenk, 1996). 
 
 
Figura 8. Estructura general de dos fitoquelatinas con 2 y 3 subunidades de γ-
Glu-Cys.
 
  
 
 
 
 
 
33 
 
INTRODUCCIÓN 
Las fitoquelatinas están relacionadas estructuralmente con el glutatión (GSH; γ-
Glu-Cys-Gly) (Figura 9). Diversos estudios fisiológicos, bioquímicos y genéticos han 
confirmado que el GSH (o en algunos casos, compuestos relacionados con el glutatión) 
es el sustrato en la biosíntesis de las fitoquelatinas (Cobbett, 2000; Rauser, 1995, 1999; 
Zenk, 1996). Por lo tanto, el tripéptido glutatión actúa como precursor de las 
fitoquelatinas. De hecho, la inducción de fitoquelatinas en presencia de cadmio coincide 
con una disminución transitoria de los niveles de GSH disponible (Cobbett et al., 1998). 
El GSH es el principal compuesto tiólico no proteico presente en todos los 
organismos aerobios, desde bacterias (Fahey et al., 1987), hongos (Emri et al., 1999), 
plantas (Noctor et al., 1998) hasta animales (Chandy and Patel, 1985). Este péptido 
intracelular presenta muchas funciones biológicas conocidas (Hossain et al., 2012; 
Lillig and Berndt, 2013; Martínez Sarrasague et al., 2006; Seth et al., 2011) que 
incluyen principalmente: 
 La destoxificación de compuestos tóxicos (xenobióticos, especies 
reactivas de oxígeno y de nitrógeno, etc.) 
 Mantenimiento del estatus de los tioles 
 Modulación de la proliferación celular 
 Formación de desoxirribonucleótidos precursores del ADN 
 Mantenimiento del equilibrio redox intracelular  
 Transporte y almacenamiento de ciertos aminoácidos como la cisteína 
oxidada (cistina)  
 
 
Figura 9. Estructura general del glutatión (GSH).
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El glutatión es sintetizado en el citosol y en cloroplastos por una ruta específica 
no ribosómica que se desarrolla en dos etapas dependientes de ATP y llevada a cabo por 
acción de dos enzimas: γ-glutamílcisteína sintetasa (GCS) y γ-glutatión sintetasa (GS), 
La primera etapa de la síntesis consiste en la unión del glutamato y la cisteína a través 
de un enlace de tipo  catalizado por la enzima γ-glutamílcisteína sintetasa (GCS) o 
glutamato cisteína ligasa (GCL, EC 6.3.2.2.). A continuación, en una segunda etapa se 
adiciona la glicina mediante la acción enzimática de la glutatión sintetasa (GS, EC 
6.3.2.3) (Cobbett, 2000) (Figura 10). La enzima γ-glutamilcisteína dipeptidil 
transpeptidasa (EC 2.3.2.15), también denominada fitoquelatín sintasa (PCS) se activa 
en presencia de iones metálicos polimerizando moléculas de GSH para formar (γ-Glu-
Cys)n-Gly (Grill et al., 1989). La cadena peptídica se alarga al unirse sucesivos γ-Glu-
Cys procedentes de otras moléculas de GSH al carboxilo terminal de la cadena, como se 
observa en el siguiente esquema:  
(γ-Glu-Cys)-Gly + (γ-Glu-Cys)n-Gly                          (γ-Glu-Cys)n+1 -Gly + Gly 
Las fitoquelatinas son sintetizadas intracelularmente como respuesta ante la 
presencia de iones metálicos; dicha síntesis puede ser inducida por una amplia variedad 
de metales, los mejores activadores de su biosíntesis (ensayados en plantas in vivo) son: 
Cd, seguido de Ag, Bi, Pb, Zn, Cu, Hg y Au. Por lo tanto, el cadmio suele considerarse 
como el mejor inductor de la síntesis de estos péptidos (Cobbett, 2000).  
El ligante principal de metales en los complejos fitoquelatina-metal es el grupo   
-SH (grupo tiol) del residuo cisteína, el cual en estado reducido es capaz de quelar a 
iones metálicos (Rauser, 1999). Una vez que el cadmio es quelado por las 
fitoquelatinas, el complejo fitoquelatina-Cd es transportado hacia el sistema vacuolar o 
lisosomal (Figura 10). En células de levadura se ha demostrado que el cadmio ingresa 
en la vacuola unido a fitoquelatinas a través de un transportador de tipo ABC (Ortiz et 
al., 1995). Si bien, existe otro posible mecanismo de entrada del cadmio en la vacuola 
mediante un cotransportador de Cd
2+
/H
+
 ubicado en la membrana de la misma (Salt and 
Wagner, 1993) (Figura 10).  
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Figura 10. Representación esquemática de la vía biosintética de las PCs, del 
mecanismo de transporte y localización intracelular del complejo ligante PC-Cd en 
células vegetales. El color negro indica el nombre de los metabolitos: APS, adenosina 5’-
fosfosulfato; Cys, cisteína; Glu, ácido glutámico; Gly, glicina; GSH, glutatión reducido; 
GSSG, glutatión oxidado; HMW, complejo de elevado peso molecular; LMW, complejo de 
bajo peso molecular; OAS, O-acetilserina; PC, fitoquelatina. El color azul indica los 
nombres de los cofactores: ATP, adenosín trifosfato; Fdred, ferredoxina reducida; GSH, 
glutatión reducido; NADP+, nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidada; 
NADPH, nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducida. El color rojo indica el 
nombre de las proteínas: APS, ATP sulfurilasa; GCS, -glutamíl-cisteína sintetasa; GPX, 
glutatión peroxidasa; GR, Glutatión reductasa; GS, glutatión sintetasa; OASTL, O-
acetilserina (tiol)-liasa; SIR, sulfito reductasa; PCS, fitoquelatina sintasa. El color 
amarillo indica el nombre de los transportadores: SULTR, transportador de sulfato de la 
membrana plasmática.  
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1.5.2. El sulfato como agente para incrementar la tolerancia a cadmio 
Teniendo en cuenta lo dicho anteriormente, la biosíntesis de las fitoquelatinas 
está regulada por el metabolismo del azufre a través de la cisteína y del GSH, puesto 
que estos son sus precursores. A su vez, la biosíntesis de estos precursores dependerá de 
los niveles de sulfato presentes en el medio. Altos niveles de sulfato podrían derivar en 
una mayor biosíntesis de fitoquelatinas cuando estas fueran necesarias, como sucedería 
cuando en el medio hay contaminación por cadmio y, por consiguiente, en una mayor 
tolerancia a la toxicidad de este. Sin embargo, es necesario poder demostrar que este 
posible efecto paliativo del sulfato en dicha tolerancia funciona de forma efectiva. 
El sulfato de sodio es la sal de sulfato más común en los medios acuáticos. La 
concentración de esta sal está aumentando en estos ecosistemas debido a las descargas 
antropogénicas (fertilizantes en la agricultura, la industria de la minería, la deposición 
atmosférica...) ya que esta sal es uno de los minerales más importantes en la industria 
química. Debido a esto y a la relación entre el cadmio y el sulfato indicada 
anteriormente, sería interesante estudiar lo que ocurriría cuando en un ambiente 
contaminado con este metal se somete a un aumento de la concentración de sulfato de 
sodio. Sin embargo, existe poca información disponible sobre el tipo de interacción 
entre el cadmio y el sulfato, y su intensidad. El estudio de los efectos toxicológicos 
combinados (interacción) que se pueden producir a partir de la exposición a diferentes 
sustancias químicas en mezclas es un campo que actualmente está teniendo una gran 
relevancia porque la mayoría de los estudios toxicológicos se centran sólo en los 
compuestos individuales. Por lo tanto, los resultados obtenidos pueden ser esenciales 
para evaluar los efectos combinados del cadmio y del sulfato de sodio. Además, esta 
información sería importante para mejorar la tolerancia de estos organismos al estrés 
producido por el cadmio y las biotecnologías basadas en el uso de microalgas para la 
biorremediación de este metal (Hamdy, 2000; Radway et al., 2001; Torres et al., 1998; 
Travieso et al., 1999). 
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2. Objetivos 
Los objetivos del presente trabajo son:  
1. Estudiar los efectos del sulfato de sodio sobre la microalga dulceacuícola 
Chlamydomonas moewusii Gerloff, y modelar su crecimiento en relación a este 
nutriente.  
2. Estudiar el efecto tóxico del metal cadmio sobre esta microalga.  
3. Estudiar la producción de diversos compuestos tiólicos, entre los que se 
encuentran las fitoquelatinas, como mecanismo de tolerancia al cadmio en esta 
microalga. 
4. Estudiar el efecto del sulfato de sodio sobre la biosíntesis de los compuestos 
tiólicos y su correspondiente influencia en la toxicidad del cadmio.  
5. Estudiar el tipo y grado de interacción toxicológica existente entre el cadmio y el 
sulfato de sodio.  
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3. Material y Métodos 
3.1. Descripción y cultivo de la especie microalgal Chlamydomonas 
moewusii Gerloff 
3.1.1. Descripción de la especie C. moewusii 
La especie microalgal que se escoge para el presente estudio es Chlamydomonas 
moewusii Gerloff (Gerloff, 1940). Esta cepa (CCAP 11/5B) se obtiene de la Colección 
de Cultivos de Algas y Protozoos (CCAP) del Instituto de Ecología de Agua Dulce 
(Cumbria, UK).  
Se encuentra clasificada dentro del phylum Chlorophyta, en la clase 
Chlorophyceae, orden Volvocales, familia Chlamydomonadaceae y género 
Chlamydomonas (Tabla 8). Presenta otros nombres genéricos, tales como, 
Chlamydomonas eugametos Moewus y Chlamydomonas indica A.K.Mitra. 
 
Tabla 8. Clasificación taxonómica de la microalga Chlamydomonas moewusii 
Gerloff (Strasburger et al., 2004).  
Clasificación taxonómica  
Dominio Eukaryota 
Reino Protista 
Phylum Chlorophyta 
Clase Chlorophyceae 
Orden Volvocales 
Familia Chlamydomonadaceae 
Género Chlamydomonas 
Especie 
Chlamydomonas moewusii 
Chlamydomonas eugametos 
Chlamydomonas indica 
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El phylum Chlorophyta incluye todos los clorófitos o algas verdes con plástidos 
rodeados por una doble membrana que contienen los pigmentos fotosintéticos clorofila 
a y b y que forman estados flagelados de esporas o gametos. Carotina, luteína y otras 
xantofilas son características como pigmentos accesorios que no logran enmascarar los 
pigmentos verdes asimiladores. El principal polisacárido de reserva es el almidón (α-
1,4-glucano), producto de almacenamiento de carbohidratos que se produce en forma de 
gránulos junto a los pirenoides, depositado en el interior de los cloroplastos.  
La clase Chlorophyceae fue establecida por Wille in Warming en 1884 para un 
grupo muy diverso de algas, generalmente unicelulares, formadoras de colonias simples, 
aunque ocasionalmente llegan a ser pluricelulares pero de escasa organización celular. 
Presentan morfologías variadas, siendo comunes las formas unicelulares (que pueden 
presentar flagelos o no), las formas coloniales (algunas con relativa complejidad) o las 
formas filamentosas. El cloroplasto puede ser discoide, en forma de copa, espiral o en 
cinta. La pared celular está constituida por celulosa y la capa externa por pectina. Sus 
ciclos vitales son muy variados, presentando reproducción asexual (zoósporas) y sexual 
(isogamia, anisogamia u oogamia). Esta clase de algas es preferentemente 
dulceacuícola, de distribución mundial, aunque existen gran cantidad de especies 
marinas. Algunas especies viven además sobre superficies húmedas o, al ser capaces de 
sobrevivir a la deshidratación, en ambientes secos (Strasburger et al., 2004). 
Las Volvocales comprenden un grupo de pseudociliados tanto unicelulares como 
coloniales planos o esféricos. Varían de Gonium (4 a 32 células) a Volvox (500 células o 
más). Cada célula tiene dos flagelos y es similar en apariencia a Chlamydomonas, con 
los flagelos de toda la colonia moviéndose coordinadamente. Consta de 110 géneros 
(incluido Chlamydomonas) y más de 1000 especies. Presentan tanto reproducción 
asexual (división binaria) como sexual (isogamia y oogamia). En cuanto a la ecología, 
se trata de organismos planctónicos ampliamente distribuidos en las aguas dulces y 
debido a su capacidad de absorción de materia orgánica, se favorece el desarrollo de 
muchas especies en aguas con contaminación orgánica (Strasburger et al., 2004).  
El género Chlamydomonas (en griego: chlamys, capa o manto; monas, solitario) 
fue nombrado por C.G. Ehrenberg (1833, 1838) (Ehrenberg, 1833, 1838), y 
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probablemente se corresponde con el Monas flagelado descrito en 1786 por O.F. Müller 
(Müller, 1786) (citado por Gerloff, 1940; Ettl, 1976 (Ettl, 1976; Gerloff, 1940)). 
Chlamydomonas comprende más de 600 especies mayoritariamente de agua dulce, 
aunque unas pocas pueden existir en suelos húmedos marinos o en el mar (Van den 
Hoek et al., 1995). Aunque la forma y tamaño celular varían entre las especies, la 
estructura polar en este género es predominante, siendo biflageladas, con un par de 
flagelos apicales y con cloroplasto basal situado alrededor de uno o más pirenoides. La 
pared celular varía entre las distintas especies, con algunas variaciones en el espesor y 
algunas de éstas segregan una capa de polisacáridos mucilaginosos. La mayoría tienen 
una mancha ocular prominente, generalmente de color rojo, y dos o más vacuolas 
contráctiles. La reproducción asexual ocurre por división longitudinal del protoplasma. 
Los tipos de reproducciones sexuales son del tipo isogamia y oogamia (Harris, 1989). 
Chlamydomonas moewusii es una microalga verde, haploide, dulceacuícola, 
unicelular móvil y biflagelada. La forma celular es elipsoidal con dimensiones 
comprendidas entre 9-16 μm de largo y 5-12 μm de ancho, papila corta horizontalmente 
ancha con el ápice aplanado, cloroplasto en forma de copa, un pirenoide situado en el 
centro-lateral de la célula, núcleo situado en el centro o ligeramente anterior y estigma 
alargado-elíptico en la mitad anterior de la célula (Gerloff, 1940) (Foto 4). 
 46 
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
  
 
 
Foto 4. Fotografía de células de la microalga Chlamydomonas moewusii realizada 
mediante microscopio óptico de contraste de fases con un aumento de a) 400x y b) 1000x.
 
a 
b 
20 m 
10 m 
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3.1.2. Aplicaciones de C. moewusii 
C. moewusii se usa como organismo modelo en biología, especialmente en 
estudios toxicológicos con metales (Prado et al., 2015; Suárez et al., 2010) y herbicidas 
(Cain and Cain, 1983; Prado et al., 2009; Prado et al., 2011; Prado et al., 2012); así 
como de actividad flagelar (Jones and Lewin, 1960; Lewin, 1952), estudios con 
cloroplastos (Richard et al., 1994; Turmel et al., 1988), biosíntesis de metabolitos (Arisz 
et al., 2000; Klein and Betz, 1978; Yang et al., 2013), biotransformación (Otto et al., 
2015) y estudios genéticos (Bussieres et al., 1996; Cote and Turmel, 1995; Lewin, 
1949). 
3.1.3. Cultivo de C. moewusii 
La especie microalgal que se emplea se mantuvo en cultivos stock dentro de 
botellas de vidrio Pyrex
TM
 (Corning, NY, USA) estériles de 1 L (Foto 5). Estos cultivos 
se renuevan periódicamente con la finalidad de mantener el crecimiento celular en fase 
logarítmica. 
 
 
Foto 5. Cultivos stock de la microalga dulceacuícola Chlamydomonas moewusii en 
medio Bristol Modificado e incubados en cámara de cultivo.
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Los cultivos de la microalga se incuban en una cámara de cultivo a una 
temperatura de 18 ± 1 ºC, con una iluminación de 68 µmol/(m
2
s) que se proporciona por 
tubos fluorescentes Philips TLD 36W (Royal Philips, Amsterdam, Nederland), se aplica 
con un ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas y continuamente se les suministra aire 
estéril con un flujo constante de 10 L/min. 
El medio de cultivo que se emplea es el medio Bristol Modificado (BBM) 
(Stein, 1980). La composición de este medio se presenta en la Tabla 9. Se prepara 
añadiendo los componentes a agua destilada que se obtiene de un Elix 3 (Millipore 
Ibérica, Madrid, Spain) y posteriormente se esteriliza en autoclave a una temperatura de 
121 ºC durante 20 minutos. El pH del medio se mide con un pHmetro Orion 720A+ pH 
meter (Thermo Electron Corporation, Cambridgeshire, England). El pH inicial del 
medio de cultivo es de 6.8 ± 0.2. 
 
Tabla 9. Composición química del medio de cultivo para los cultivos stock. 
Compuesto (g/L) 
NaNO3 0.250 
KH2PO4 0.175 
K2HPO4 0.075 
Na2SO4 0.05 
MgCl2 0.029 
CaCl2·2H2O 0.029 
NaCl 0.025 
CoCl2·6H2O 4.0x10
-3
 
MnCl2·4H2O 1.8x10
-3
 
FeCl3·6H2O 5.1x10
-4
 
MoO4Na2·2H2O 3.9x10
-4
 
H3BO3 2.0x10
-4
 
ZnCl2 1.1x10
-4
 
CuCl2 4.3x10
-5
 
EDTA 5.0x10
-5
 
pH = 6.8 ± 0.2  
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3.2. Productos químicos y reactivos 
Todos los productos químicos que se emplean son de la mayor pureza 
disponible. Los reactivos para el medio de cultivo, sulfato de sodio anhidro (Na2SO4), 
cloruro de sodio (NaCl), acetona (C3H6O), cloruro de cadmio 2 ½-hidrato (CdCl2·2 ½ 
H2O), ácido fosfórico (H3PO4), ácido bórico (H3BO3), ácido clorhídrico (HCl), 
hidróxido sódico (NaOH), monobromobimano (C10H11N2O2Br, mBrB), borohidruro 
sódico (NaBH4), ácido dietilentriamina pentaacético (C14H23N3O10, DTPA), dimetil 
sulfóxido (C2H6OS, DMSO), solución de lugol (I2-KI), patrones de Cys, γ-Glu-Cys y 
GSH se adquirieren de la compañía Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA). Los 
patrones de fitoquelatinas se adquieren de bioNova (bioNova científica S.L., Madrid, 
España). Los diferentes reactivos y tampones se preparan con agua Milli-Q® que se 
obtiene de un Milli Q Plus (Millipore Ibérica, Madrid, Spain). 
3.2.1. Solución stock de sulfato de sodio 
La solución stock de sulfato de sodio se prepara disolviendo sulfato de sodio 
anhidro (Na2SO4) en agua destilada Mili-Q para obtener las concentraciones finales de 
0.05, 0.5, 20 y 250 mM. A partir de volúmenes adecuados de estas soluciones se 
obtienen los rangos de concentraciones deseados en los ensayos realizados. Estas 
soluciones son filtradas a través de filtros Millipore (Millipore Ibérica, Madrid, Spain) 
de 0.22 μm y esterilizadas en autoclave a una temperatura de 121 ºC durante 20 
minutos. 
3.2.2. Solución stock de cloruro de sodio 
La solución stock de cloruro de sodio se prepara disolviendo cloruro de sodio 
(NaCl) en agua destilada Mili-Q para obtener una concentración final de 2.5 mM. Esta 
solución es filtrada a través de un filtro Millipore de 0.22 μm y esterilizada en autoclave 
a una temperatura de 121 ºC durante 20 minutos. 
3.2.3. Solución stock de cadmio 
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La solución stock de cadmio se prepara disolviendo CdCl2·2 ½ H2O en agua 
destilada Mili-Q para obtener las concentraciones finales de 0.05, 1 y 10 g Cd(II)/L, lo 
que permite obtener, añadiendo la cantidad adecuada de alguna de estas soluciones, los 
rangos de concentraciones del metal deseados en los ensayos. Estas soluciones son 
filtradas a través de filtros Millipore de 0.22 μm y esterilizadas en autoclave a una 
temperatura de 121 ºC durante 20 minutos. 
3.2.4. Solución stock de monobromobimano 
La solución stock del mBrB se prepara añadiendo 1 mL de dimetil sulfóxido 
(DMSO) a 25 mg del compuesto, obteniendo una solución con una concentración de 
150 mM y se almacena en oscuridad a -20 ºC. 
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3.3. Lavado del material 
Uno de los principales problemas que surgen en las experiencias de toxicidad 
con iones metálicos es que el metal puede llegar a quedar adsorbido a las paredes del 
material después de haber sido previamente usado en anteriores experimentos, por lo 
que al añadir nuevo medio con una determinada cantidad de metal su concentración 
final puede ser distinta de la esperada. 
Teniendo esto en cuenta, el material empleado en los distintos ensayos, tanto 
para la solución stock de cadmio como para los recipientes de cultivo, se trata de la 
siguiente manera:  
 Lavado del material con detergente neutro, permaneciendo en éste 
durante un periodo de 24 horas.  
 Posteriormente, se enjuaga con agua destilada Milli-Q y se introduce HCl 
10%, permaneciendo en éste durante 48 horas. 
 A continuación, se retira el HCl y se realizan sucesivos lavados con agua 
destilada. 
 Finalmente, el material permanece en agua destilada durante 24 horas.  
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3.4. Determinación de la densidad celular 
La densidad celular se determina mediante recuento de células en cámara 
hematológica de tipo Neubauer (Marienfeld-Superior, Lauda-Königshofen, 
Germany). Para ello se toma una alícuota del cultivo y se le añade 10 μL de la 
solución de lugol por cada mL de muestra para evitar el movimiento celular de la 
microalga sin originar la ruptura celular. A continuación, la muestra se carga en la 
cámara hematológica con una pipeta Pasteur y se realiza el recuento celular 
empleando un microscopio Nikon Labophot (Nikon, Tokyo, Japan) de contraste de 
fases. Se realizan ocho recuentos por cámara hematológica a 400x. Se repite el 
contaje en aquellas muestras en las que el % de error de los recuentos (Desviación 
estándar/Media * 100) es superior al 10%. 
Una vez realizado el recuento celular se aplica el coeficiente correspondiente 
a la cámara para conocer la densidad celular del cultivo, expresando los resultados 
como la media de la densidad celular (x 10
4
 células/mL) ± error estándar de todas 
las réplicas para cada uno de los cultivos.  
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3.5. Estudio de la cinética de crecimiento 
Los resultados que se obtienen en la determinación de la densidad celular se 
emplean en el análisis de la cinética de crecimiento de los cultivos. El parámetro µ es la 
tasa de crecimiento específica que determina la velocidad a la cual la población crece y 
viene expresada por 1/(unidad de tiempo). Este parámetro se calcula durante el tiempo 
de cultivo a partir de la siguiente ecuación: 
   
   


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

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0
0
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donde N0 y Nt son la densidad celular media (n = 3) en el tiempo inicial y final 
del período de crecimiento exponencial, y t0 y t son los tiempos iniciales y finales del 
experimento (días), respectivamente. La tasa de crecimiento específica (μ) vendrá 
expresada como 1/días (1/d). 
Una vez determinada la tasa de crecimiento específica para los cultivos se 
emplean dos clases de modelos de crecimiento no segregado: 
 Cinética monotónica: la tasa de crecimiento aumenta con el incremento de la 
concentración de un nutriente limitante. Este crecimiento se corresponde con el 
Modelo de crecimiento de Monod (Monod, 1949) (Ecuación 2). 
SK
Sµ
µ
s 
 max   (2) 
donde μ es la tasa de crecimiento específico de la microalga, μmax es la tasa 
máxima de crecimiento específico (1/d), S es la concentración de sulfato de 
sodio (mM) y Ks es la constante de saturación media (mM). 
 Cinética no monotónica: donde no existe linealidad entre el crecimiento y la 
concentración de nutrientes. En esta clase de modelos se incluyen los modelos 
de inhibición por sustrato. Con la finalidad de predecir los datos experimentales 
se prueban tres modelos de inhibición por sustrato: inhibición competitiva, 
acompetitiva y no competitiva (Ecuaciones 3, 4 y 5, respectivamente). 
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donde μ es la tasa de crecimiento específica, μm es la constante de crecimiento 
específica (1/d), S es la concentración de sulfato de sodio (mM), KS es la constante de 
afinidad o constante de saturación del sustrato (mM) y KI es la constante de inhibición, 
que numéricamente es igual a la concentración de sustrato más alta (mM) en la que la 
tasa de crecimiento específica es igual a la mitad de la tasa máxima de crecimiento.  
Las ecuaciones de los modelos estudiados se ajustan a los datos de crecimiento 
que se obtienen por medio de una regresión no lineal. Los parámetros, μm, Ks y KI, de 
cada una de las ecuaciones se calculan mediante esta regresión utilizando para ello el 
software SigmaPlot 12.5 (Systat Software Inc., Chicago, USA). 
En el modelo competitivo, la asíntota que determina la tasa máxima de 
crecimiento (μmax) viene dada por la ecuación 6: 
 
Is
Im
KK
Kµ
µ

max   (6) 
mientras que en los modelos de inhibición acompetitiva y no competitiva, la tasa 
máxima de crecimiento viene dada por las ecuaciones 7 y 8, respectivamente: 
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El cálculo de la concentración de sulfato de sodio (mM) correspondiente a μmax 
para estos dos modelos viene dado por la siguiente ecuación: 
  2
1
][ IS KKS    (9) 
Por último, µmax en la función de Monod se obtiene directamente del análisis de 
regresión. 
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3.6. Determinación de clorofilas 
Para el análisis de clorofila en células de C. moewusii se recogen alícuotas de 
cada cultivo de la microalga mediante centrifugación a 4000 xg durante 10 minutos. Las 
muestras se almacenan a -80 ºC hasta su análisis posterior. 
El pellet celular de las muestras congeladas se resuspende en frío con un 
volumen de 3 mL de acetona al 90% (v/v). Para mejorar la extracción, los extractos se 
homogenizan con un equipo de disrupción celular mediante ultrasonidos Labsonic
® 
P 
(Sartorius AG, Göttingen, Germany), a una amplitud de 126 m durante 1 minuto (con 
dos ciclos de ultrasonidos de 30 segundos y 1 minuto de reposo entre ellos) y a 4 ºC en 
baño de hielo. Una vez rotas las células, las muestras se mantienen en oscuridad y a una 
temperatura de 4 ºC durante 24 horas.  
Finalmente, los extractos se centrifugan a 4000 xg durante 10 minutos para 
eliminar los desechos celulares y se recoge el sobrenadante que es transferido a tubos 
Eppendorf. La absorbancia de los sobrenadantes se lee a las longitudes de onda de 630, 
645 y 660 nm en un espectrofotómetro UV/Vis PharmaSpec UV-1700 (Shimadzu 
Corporation, Kyoto, Japan). Se utiliza como blanco una solución de acetona al 90%. 
Las concentraciones de clorofila a y b se determinan mediante las ecuaciones de 
Jeffrey y Humphrey (1975). 
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3.7. Determinación del valor de la concentración efectiva media del 
cadmio (EC50) para la microalga C. moewusii 
La concentración de Cd(II) que reduce el crecimiento de la población al 50% 
con respecto al nivel de crecimiento del control (EC50, concentración efectiva media) 
para esta microalga se calcula mediante una representación semilogarítmica de la dosis-
respuesta para las concentraciones de cadmio ensayadas.  
Esta representación se ajusta mediante una regresión no lineal entre el logaritmo 
de la concentración del metal (log [Cd(II)]) frente a la diferencia de la densidad celular 
final que se obtiene para cada concentración del metal respecto al control (Nt control - Nt 
tratamiento) después de 4 días de cultivo. La EC50/4d (concentración efectiva media del 
cadmio después de 4 días de cultivo) se calcula a partir de esta ecuación de regresión 
usando el modelo logístico de 4 parámetros y  cuya ecuación es:                                                                                       
     
   
  (
 
 )
  
donde A: valor para la asíntota mínima, B: valor para la asíntota máxima, C: 
punto de inflexión (valor estimado de la EC50) y D: pendiente de Hill de la curva. Estos 
análisis se realizan con el software SigmaPlot 12.5 
  
(10) 
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3.8. Estudio de la producción de compuestos tiólicos de bajo peso 
molecular en la microalga Chlamydomonas moewusii Gerloff 
expuesta a cadmio 
3.8.1. Extracción y derivatización de muestras biológicas para la determinación 
de compuestos tiólicos de bajo peso molecular 
Para la extracción y derivatización del extracto crudo de células de C. moewusii, 
y la posterior determinación de compuestos tiólicos de bajo peso molecular, se recogen 
alícuotas de cada cultivo de la microalga mediante centrifugación a 4000 xg durante 10 
minutos. Las muestras se almacenan a -80 ºC hasta su análisis posterior. 
Los compuestos tiólicos de bajo peso molecular se separaran y analizan 
mediante el empleo de electroforesis Capilar en Zona (CZE), sometiendo previamente 
los extractos celulares a una derivatización con monobromobimano (mBrB). 
El mBrB es un compuesto fluorescente perteneciente al grupo de los 
bromobimanos. Este fluorocromo reacciona específicamente con los tioles dando lugar 
a un derivado soluble en agua que presenta fluorescencia al excitarse a 380 nm y emite 
luz a 480 nm. Además, este compuesto es detectable porque absorbe en la región visible 
a 390 nm. Esta longitud de onda será la que se emplee para la detección específica de 
los compuestos tiólicos que lleven unido el mBrB. El procedimiento de extracción y 
derivatización es adaptado de Pérez-Rama et al. (2005). 
El pellet celular de las muestras congeladas a -80 ºC se resuspende en un 
volumen apropiado de 0.1 M HCl y se somete a la acción de ultrasonidos con el fin de 
romper las células y así liberar el contenido citoplasmático. El proceso con ultrasonidos 
se realiza con un equipo de disrupción celular Labsonic
® 
P, a una amplitud de 126 μm 
durante 8 minutos (cuatro ciclos de ultrasonidos de 2 minutos con 1 minuto de reposo 
entre ellos) y estando las muestras inmersas en un baño de hielo. Después de este 
tratamiento, se elimina el material insoluble mediante centrifugación del extracto celular 
a 13000 xg durante 10 minutos a 4 ºC. 
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Se recogen 500 μL del sobrenadante a los cuales se les añade 500 μL de tampón 
de derivatización preparado en el momento de ser empleado. El tampón de 
derivatización, preparado en el momento de ser usado, está compuesto por borato sódico 
1 M (pH = 9), DTPA 1 mM y el agente reductor borohidruro sódico a una concentración 
de 5 mg/mL. La proporción de tampón borato y agente reductor es de 24:1. 
Después de añadir el tampón de derivatización, las muestras se incuban 20 
minutos en un baño con hielo. Transcurrido este periodo de tiempo, se añaden 8 μL de 
solución stock de 0.1 M mBrB y se incuban en tubos Eppendorf a temperatura ambiente 
y en oscuridad durante 1 hora. 
Finalmente, las muestras derivatizadas se clarifican mediante centrifugación a 
13000 xg durante 10 minutos a 4 ºC, transfiriendo 500 μL del sobrenadante a viales 
específicos de electroforesis capilar. Se guardan a -20 ºC hasta su posterior análisis por 
CZE. 
Estándares de Cys, γ-Glu-Cys, GSH y fitoquelatinas se derivatizan por el mismo 
procedimiento seguido para los extractos celulares y son empleados para identificar y 
cuantificar los diferentes picos que aparecen en los electroferogramas. 
3.8.2. Caracterización y cuantificación de los compuestos tiólicos de bajo peso 
molecular derivatizados con mBrB mediante electroforesis capilar 
La separación de los compuestos que presentan grupos tiol, procedentes del 
extracto crudo de C. moewusii, se lleva a cabo en un equipo de electroforesis capilar. La 
electroforesis capilar es una optimización de la técnica de electroforesis que consiste en 
inyectar una muestra en un capilar de sílice de diámetro conocido, relleno con una 
solución electrolítica. Una vez inyectada la muestra en el interior del capilar se somete a 
un elevado potencial eléctrico y en el interior de éste tiene lugar la separación de la 
muestra en función de su carga/masa. Con esta técnica es posible separar cationes, 
aniones, aminoácidos, péptidos, proteínas, macromoléculas e incluso sustancias no 
cargadas de forma simultánea (Castagnino, 1999). De hecho, la electroforesis capilar en 
zona (CZE) es una de las técnica de electroseparación más frecuentemente empleada 
para el análisis cuantitativo y cualitativo de péptidos (Righetti, 2001). En concreto, es 
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una herramienta efectiva en la separación y análisis de fitoquelatinas (Torres et al., 
1997a). 
El equipo de electroforesis capilar utilizado fue un HP
3D
CE (Agilent 
Technologies, Waldbronn, Germany) equipado con un detector de fotodiodos. El 
análisis de datos (análisis del electroferograma) se realizó mediante el programa 
informático HP
3D
CE ChemStation de Hewlett Packard (Capillary Electrophoresis 
System; Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). 
Las condiciones electroforéticas son adaptadas de Pérez-Rama et al. (2005). Se 
utiliza un capilar (Composite Metal Services Ltd., UK Block) que presenta un diámetro 
interno de 50 μm y 375 μm de diámetro externo, con una longitud total de 38 cm y una 
longitud efectiva (desde el extremo del inyector al detector) de análisis de 30 cm. 
Previamente, el capilar se acondiciona pasando una solución de NaOH 0.1 M durante 3 
minutos, seguida de un lavado con agua Milli-Q durante 3 minutos; y a continuación el 
capilar se rellena con una solución electrolítica compuesta por tampón fosfato sódico 
100 mM y pH 1.86. La solución electrolítica se filtra con filtros de nitrocelulosa 
Millipore de 0.22 μm y se desgasifica antes de su uso. 
El protocolo para cada muestra consiste en un lavado del capilar con el 
electrolito durante 3 minutos y posterior inyección de la muestra en el capilar mediante 
una presión de 50 mbar durante 9 segundos. Una vez cargada la muestra, se aplica un 
voltaje de +17 kV. La detección se realiza mediante absorbancia a una longitud de onda 
de 390 nm. La temperatura del capilar se mantuvo a 25 ± 1 ºC.  
Cada análisis de las diferentes muestras ensayadas se repite dos veces para 
asegurar la reproducibilidad del análisis. 
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3.9. Análisis de interacción por el método isobolográfico 
Se utiliza un análisis isobolográfico (Gessner, 1995; Tallarida et al., 1989) para 
caracterizar la interacción entre el cadmio y el sulfato de sodio. El análisis 
isobolográfico de la interacción es un método matemático que permite la caracterización 
precisa de las interacciones entre fármacos o productos químicos.  
Los isobologramas son representaciones gráficas en un eje de coordenadas de 
dosis equiefectivas de dos o más agentes. La construcción del isobolograma se realiza 
empleado las respectivas EC50 de los agentes individuales que se obtienen a partir de las 
curvas dosis-respuesta. En cada uno de los ejes se representa la dosis equiefectiva de 
cada uno de los agentes a estudiar. Estos dos puntos se unen mediante una línea 
denominada línea de aditividad de Loewe, de aditividad teórica, de no interacción o 
isobolo.  
A continuación se representa el valor de dosis de la combinación de ambos que 
es equiefectiva con las dosis individuales de los agentes. Para ello, se efectúa un 
esquema de diluciones subsecuentes (proporciones fijas) de las EC50 de cada una de las 
dosis de los agentes individuales. Se obtiene una curva dosis-respuesta después de la 
coadministración de los dos agentes basada en los valores de las EC50 de los agentes 
individuales. Finalmente, se representan gráficamente estos valores de las EC50 
experimentales en el isobolograma y se interpreta el tipo de interacción entre ambos 
compuestos. 
Cuando cada uno de los puntos de la EC50 experimental se sitúan sobre la línea 
de aditividad se dice que se comportan  de modo aditivo (aditividad) y por lo tanto no se 
produce interacción. Sin embargo, cuando la combinación es más efectiva de lo que se 
espera y se requiere menos cantidad de la combinación de ambos agentes para producir 
el mismo efecto se habla de interacción sinérgica (sinergia). En cambio, cuando los 
agentes en combinación son menos efectivos de lo esperado y se requiere una mayor 
cantidad con el fin de obtener el mismo efecto se habla de interacción antagónica 
(antagonismo).  
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3.10. Análisis estadístico 
Para determinar si existen diferencias significativas entre los diferentes 
tratamientos debidos a un factor se realiza un ANOVA de una vía (ANOVA de un 
factor). En el presente trabajo el ANOVA de una vía se emplea en aquellos ensayos en 
los que se estudia como único factor el sulfato de sodio, el anión sulfato o el cadmio. El 
nivel de significación que se emplea en este estadístico es del 5% (p<0.05). 
En cambio, para determinar la existencia de diferencias significativas entre los 
diferentes tratamientos y la posible interacción entre dos factores se emplea un ANOVA 
de dos vías (ANOVA de dos factores). El ANOVA de dos vías es empleado en los 
ensayos que tratan de determinar la posible interacción entre el sulfato de sodio y el 
cadmio. El nivel de significación que se emplea es del 5% (p<0.05). 
Posteriormente, una vez empleado el ANOVA correspondiente en cada ensayo 
particular, se realiza una prueba post-hoc de Tukey, test de comparaciones múltiples. 
Este test permite comparar las medias de los t niveles de un factor después de haber 
rechazado la hipótesis nula de igualdad de medias mediante la técnica ANOVA. El nivel 
de significación de las diferencias de la prueba es del 5% (p<0.05). 
Para ratificar la existencia de interacción entre el cadmio y el sulfato de sodio se 
realiza el análisis estadístico de los datos del método isobolográfico utilizando la prueba 
t de Student para muestras independientes o desapareadas. Para ellos se compara la 
significación entre los valores de EC50 aditivos teóricos y los valores de EC50 que se 
obtienen experimentalmente en el análisis isobolográfico. Las diferencias se 
consideraran significativas con p<0.05. La ausencia de una diferencia significativa entre 
los valores experimentales y teóricos se interpreta como ausencia de interacción y, por 
tanto, una relación aditiva en la combinación. 
Todos los datos se analizan mediante el paquete estadístico SPSS (IBM SPSS 
Statistics para Windows, Versión 22.0. Armonk, NY: IBM Corp). 
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4. Resultados 
4.1. Estudio de los efectos del sulfato de sodio sobre la microalga 
Chlamydomonas moewusii Gerloff  
4.1.1. Diseño experimental 
Los ensayos se llevaron a cabo en botellas estériles de vidrio Pyrex
TM
 de 500 mL 
con medio de cultivo Bristol Modificado e incubados en las condiciones de cultivo 
mencionadas anteriormente (sección 3.1.3.). La modificación del medio Bristol 
consistió en eliminar todos los compuestos azufrados; para ello todos los sulfatos fueron 
reemplazados por cantidades equimoleculares de cloruros. Durante la duración del 
experimento, se añadió diariamente agua destilada estéril a los cultivos con la finalidad 
de reponer la pérdida de líquido por evaporación. 
Con el objetivo de estudiar el efecto del sulfato de sodio sobre la microalga 
Chlamydomonas moewusii se empleó un diseño experimental unifactorial con un 
periodo de duración de 11 días de exposición a diversas concentraciones de esta sal. Las 
concentraciones utilizadas fueron: 0.0001, 0.00025, 0.0005, 0.001, 0.0025, 0.005, 0.01, 
0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 100, 150, 200, 250 y 300 mM. 
Se añadió un volumen apropiado de las diferentes soluciones stock de sulfato de sodio 
al medio de cultivo para obtener las concentraciones <15 mM. Sin embargo, para 
ensayar las concentraciones de sulfato de sodio ≥15 mM se añadió directamente una 
cantidad apropiada de la sal en su botella correspondiente. En estos casos cada una de 
las cantidades de la sal se pesó previamente y se esterilizó junto con la botella. Además, 
se incluyó un cultivo control al que no se le añadió sulfato de sodio. La densidad celular 
inicial fue de 4x10
5 
células/mL. El inóculo para todos los experimentos se tomó de un 
cultivo stock de la microalga en fase logarítmica, recepada periódicamente con medio 
de cultivo libre de sulfato. Este cultivo permaneció en ausencia de sulfato a lo largo de 
21 días. Este procedimiento se realizó con la finalidad de agotar las reservas de azufre 
orgánico intracelular. Todos los procedimientos se realizaron bajo condiciones asépticas 
de manipulación y transferencia. 
Todos los tratamientos se realizaron por triplicado; por lo tanto, ensayando 27 
tratamientos y cada uno por triplicado, se obtuvieron 81 cultivos en total. 
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La medida del crecimiento de los cultivos de C. moewusii se realizó diariamente, 
desde el comienzo de la experiencia hasta el 11º día de cultivo determinando la 
densidad celular tal como se describió en la sección 3.4.. 
La obtención de los parámetros cinéticos del crecimiento de la microalga en los 
diferentes  cultivos se realizó para los días 4 y 11 de cultivo tal como se describió en la 
sección 3.5.. Asimismo, en el presente estudio, se analizaron diferentes modelos 
cinéticos con el fin de obtener un modelo matemático que mejor se ajuste a los datos 
experimentales del crecimiento de C. moewusii respecto al sulfato sódico. Para ello, se 
emplearon dos clases de modelos de crecimiento no segregado, monotónicos (Modelo 
de Monod) y no monotónicos (Modelo competitivo, acompetitivo y no competitivo), 
detallados en la misma sección. 
El estudio del contenido de clorofila en células de C. moewusii se realizó para 
los días 4 y 11 de cultivo tal como se describió en la sección 3.6.. 
El análisis estadístico se realizó mediante un ANOVA de un factor para 
determinar si las diferentes concentraciones de sulfato de sodio en el medio de cultivo 
presentaron un efecto significativo sobre el crecimiento celular y contenido de 
clorofilas. Posteriormente, después de haber rechazado la hipótesis nula de igualdad, se 
realizó una prueba post-hoc de Tukey (p<0.05). El análisis estadístico se llevó a cabo tal 
como se describió en la sección 3.10..  
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4.1.2. Efecto del sulfato de sodio sobre el crecimiento 
En la Figura 11 se muestran la densidades celulares de C. moewusii obtenidas 
después de 4 y 11 días de cultivo en relación con la concentración de sulfato de sodio en 
el medio.  
Después de 4 días de cultivo se observó que el rango de concentraciones de 
sulfato de sodio entre 0.0001 y 0.1 mM presentó un efecto favorable sobre la densidad 
celular de esta microalga con respecto a un cultivo control sin adición de esta sal. Este 
efecto estimulador del crecimiento fue directamente proporcional a la concentración de 
este compuesto durante el periodo de cultivo. Sin embargo, a partir de la concentración 
de 0.1 mM hasta 3 mM no se observaron diferencias en las densidades celulares finales.   
 
 
Figura 11. Densidades celulares de C. moewusii después de 4 y 11 días de cultivo 
con las diferentes concentraciones de sulfato de sodio ensayadas. Cada barra representa la 
media ± error estándar (n = 3). El eje x no está a escala.
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El análisis estadístico mediante un ANOVA de una vía mostró que estas 
diferencias fueron significativas (F26,54 = 71.313, p<0.001). La prueba post-hoc de 
Tukey de comparaciones múltiples confirmó las diferencias que se obtuvieron entre los 
cultivos con concentraciones ≤0.1 mM, para los cuales el ANOVA también mostró 
diferencias significativas (F10,22 = 51.288, p<0.001). Sin embargo, en el rango de 
concentraciones 0.1-3 mM de sulfato de sodio el test indicó que las diferencias fueron 
no significativas (F5,12 = 0.061, p = 0.997) ente si, pero sí lo fueron respecto al control.  
Teniendo en cuenta este resultado, la densidad celular más alta alcanzada al 4º 
día de cultivo se obtuvo en el intervalo de concentraciones de 0.1-3 mM de sulfato de 
sodio. Este valor de densidad final fue 6.8 veces mayor al obtenido en el cultivo control 
sin sulfato de sodio, en el que no se observó crecimiento. Por lo tanto, la limitación de 
sulfato de sodio como fuente de azufre evidenció claramente un efecto inhibitorio en la 
división celular y, por consiguiente, el sulfato de sodio ejerció un efecto beneficioso 
sobre la producción de biomasa de esta microalga. Puesto que el sulfato es un 
macronutriente, la concentración más baja de sulfato de sodio en la que se logró un 
crecimiento óptimo fue de 0.1 mM. 
Sin embargo, a partir de la concentración de 3 mM se observó una disminución 
en la densidad celular, que a su vez fue proporcional a las concentraciones de sulfato de 
sodio ensayadas. Las pruebas estadísticas realizadas revelaron que esta disminución fue 
significativa (F11,24 = 84.776, p<0.001) a concentraciones ≥ 3 mM, si bien en las 
concentraciones más altas utilizadas de 250-300 mM no se obtuvieron diferencias 
significativas (F1,4 = 1.804, p = 0.186), observándose una inhibición total del 
crecimiento. Este resultado es indicativo de la existencia de inhibición por sustrato a 
concentraciones mayores del rango óptimo, puesto que el crecimiento disminuyó 
cuando se sobrepasó la concentración crítica de sulfato de sodio. 
Los cultivos que presentaron mayor crecimiento alcanzaron la fase estacionaria 
al 11º día de cultivo. Transcurridos estos días (Figura 11), la dinámica de crecimiento 
en relación al sulfato de sodio se mantuvo similar a la del día 4. Sin embargo, las 
diferencias en el crecimiento con respecto a los cultivos control se incrementaron para 
este día, así la densidad celular final alcanzada en el rango óptimo fue 14.35 veces 
mayor respecto al control del 11º día de cultivo. 
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El análisis estadístico mediante ANOVA de una vía reveló que las diferencias en 
el crecimiento celular al día 11 de cultivo fueron significativas (F26,54 = 294.589, 
p<0.001). De hecho, de la misma manera que al 4º día de cultivo, la prueba de Tukey 
determinó la existencia de diferencias entre todos los cultivos con concentraciones ≤0.1 
mM cuyo ANOVA también fue significativo (F10,22 = 236.833, p<0.001). Asimismo, el 
test mostró que en el rango de concentraciones de 0.1-3 mM las diferencias fueron no 
significativas (F5,12 = 0.358, p = 0.868). Sin embargo, concentraciones superiores a 3 
mM volvieron a mostrar diferencias significativas (F11,24 = 275.396, p<0.001). 
Finalmente, se mantuvo la inhibición total en las concentraciones de 250-300 mM sin 
mostrar diferencias significativas (F1,4 = 2.094, p = 0.158) entre ambas. 
En la Foto 6 se puede observar la gradación de color (relacionada con la 
densidad celular) de los cultivos en función de la cantidad de sulfato sódico presente en 
el medio. En la Foto 6, a, correspondiente al día 0, se observa como todos los cultivos 
tienen un color homogéneo ya que empezaron con la misma densidad celular inicial. 
Transcurridos 4 días de cultivo (Foto 6, b) se observa como a medida que aumenta la 
cantidad de sulfato sódico la coloración verdosa de los cultivos también aumentó, 
indicando un mayor crecimiento de la microalga, hasta alcanzar el rango óptimo. A 
partir de aquí la gradación se invirtió, indicando que a concentraciones superiores al 
rango óptimo, el sulfato de sodio redujo el crecimiento de la microalga, hasta inhibirlo 
por completo. Este resultado se observa con mayor claridad después de 11 días de 
cultivo (Foto 6, c). 
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Foto 6. Cultivos de C. moewusii expuestos a diferentes concentraciones de sulfato de 
sodio, a) día 0, b) día 4 y c) día 11 de cultivo.
 
a) 
b) 
c) 
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4.1.3.  Efecto del sulfato de sodio sobre la cinética de crecimiento 
La tasa de crecimiento es otro parámetro importante en la valoración del efecto 
del sulfato de sodio en C. moewusii. El estudio de este parámetro reveló que la tasa de 
crecimiento se vio afectada por la concentración de esta sal después de 4 días de cultivo 
(Figura 12). 
El efecto del sulfato de sodio sobre la tasa de crecimiento fue dependiente de la 
concentración de esta sal. En concreto, la reducción de la disponibilidad de sulfato de 
sodio en el medio de cultivo implicó una disminución en la tasa de crecimiento de esta 
microalga, llegando a reducirla completamente en los cultivos sin sulfato de sodio. Por 
el contrario, cuando la disponibilidad de este compuesto aumentó, la tasa de crecimiento 
logró alcanzar un valor máximo en la concentración de 0.1 mM. Este valor se mantuvo 
 
 
Figura 12. Tasa de crecimiento (1/d) de las células de C. moewusii después de 4 días 
de exposición a las diferentes concentraciones de sulfato de sodio ensayadas (datos 
experimentales y ajuste a cada uno de los modelos). Cada gráfico interior es una ampliación 
correspondiente a las concentraciones de sulfato de sodio de 0 a 5 mM.
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constante hasta alcanzar la concentración de 3 mM. A partir de este valor máximo, se 
observó una disminución en la tasa de crecimiento específica con el aumento de la 
concentración de sulfato de sodio. Este resultado mostró claramente una inhibición por 
sustrato (Figura 12). 
Con respecto al día 11 de cultivo, también se calculó la tasa de crecimiento para 
los cultivos con las distintas concentraciones de sulfato sódico. Se obtuvo un resultado 
muy similar al del 4º día, en el que también se observó el efecto de inhibición por 
sustrato indicado anteriormente (Figura 13). 
Para estudiar la cinética de crecimiento, se emplearon cuatro modelos cinéticos 
(Monod, competitivo, acompetitivo y no competitivo) con el fin de obtener un modelo 
 
 
Figura 13. Tasa de crecimiento (1/d) de las células de C. moewusii después de 11 
días de exposición a las diferentes concentraciones de sulfato de sodio ensayadas (datos 
experimentales y ajuste a cada uno de los modelos). Cada gráfico interior es una 
ampliación correspondiente a las concentraciones de sulfato de sodio de 0 a 5 mM.
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matemático que mejor se ajustase a los datos experimentales obtenidos con la tasa de 
crecimiento de C. moewusii respecto al sulfato sódico. En las Figuras 12 y 13 se puede 
ver claramente que se obtuvo un mejor ajuste para los datos experimentales en los 
modelos acompetitivo y no competitivo, tanto para el día 4 de cultivo como para el día 
11. Por lo tanto, ambos modelos permitieron una mejor predicción de los resultados 
experimentales en comparación con el resto de modelos empleados. De hecho, en la 
Tabla 10 se resumen los parámetros cinéticos que se obtuvieron a partir del ajuste a los 
cuatro modelos de crecimiento. Se puede observar que los modelos acompetitivo y no 
competitivo generaron los mayores valores de los coeficientes de determinación para los 
datos experimentales. Los peores coeficientes fueron los del modelo de Monod y del 
competitivo. A partir de los modelos acompetitivo y no competitivo se calculó la 
constante de saturación (KS) cuyo valor fue de 3.2 ± 0.4 µM y la constante de inhibición 
(KI), que determina la concentración de sulfato de sodio que produce el 50% de 
inhibición, la cual fue de 26.3 ± 2.4 mM. A su vez, con los datos obtenidos a partir de 
estos modelos, también se estimó la concentración de sulfato sódico que produjo la tasa 
de crecimiento máxima (Ecuación 9) que fue de 0.29 mM; el valor de esta tasa de 
crecimiento máxima alcanzada en estas condiciones fue 0.699 1/d (Ecuaciones 7 y 8) 
después de 4 días de cultivo.  
Estos resultados se mantuvieron después de 11 días de cultivo. Los modelos 
acompetitivo y no competitivo generaron los mejores coeficientes de determinación con 
una mayor KS y una KI menor en comparación con el día 4 (Tabla 10). En función de 
estos modelos, la tasa máxima de crecimiento específico se obtuvo con una 
concentración de sulfato de sodio de 0.32 mM (Ecuaciones 7-9). 
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4.1.4. Efecto del sulfato de sodio sobre el contenido de clorofilas 
El contenido de clorofila de los cultivos celulares de C. moewusii en relación con 
la concentración de sulfato de sodio en el medio se ilustran en la Figura 14.  
El contenido de clorofilas/mL después de 4 y 11 días de cultivo aumentó con el 
incremento de sulfato de sodio en el medio, alcanzando un valor máximo en el rango de 
concentraciones óptimas (0.1-3 mM) para esta sal. Por lo tanto, el contenido de clorofila 
por volumen de cultivo fue directamente proporcional a la concentración de sulfato 
sódico hasta alcanzar el rango óptimo. No obstante, a partir de concentraciones 
superiores a 3 mM, el contenido de clorofilas/mL disminuyó progresiva y 
proporcionalmente a la concentración de sulfato de sodio, mostrando un efecto inhibidor 
para estos pigmentos fotosintéticos.  
El análisis estadístico mediante ANOVA de una vía demostró que las diferencias 
en el contenido de clorofilas por volumen de cultivo fueron significativas al 4º día 
(F26,54 clorofila a = 140.797, p<0.001; F26,54  clorofila b = 482.814, p<0.001) y al 11º día (F26,54 
clorofila a = 19.541, p<0.001; F26,54 clorofila b = 69.486, p<0.001), respectivamente. El test de 
Tukey confirmó las diferencias entre los cultivos con concentraciones ≤0.1 mM al 4º 
día, con valores de ANOVA también significativos (F10,22 clorofila a = 95.133, p<0.001; 
F10,22 clorofila b = 16.391, p<0.001) y al 11º día (F10,22 clorofila a = 362.045, p<0.001; F10,22 
clorofila b = 53.266, p<0.001), respectivamente. Sin embargo, no hubo diferencias 
significativas entre los tratamientos en el rango de concentraciones óptimas de sulfato 
de sodio al 4º día (F5,12 clorofila a = 0.250, p = 0.932; F5,12 clorofila b = 0.046, p = 0.998) y al 
11º día (F5,12 clorofila a = 0.183, p = 0.964; F5,12 clorofila b = 0.047, p = 0.998), 
respectivamente. Tampoco las hubo en el rango de concentraciones más altas (250-300 
mM), donde el efecto inhibidor del sulfato sódico fue muy elevado al 4º día (F1,4 clorofila a 
= 2.118, p = 0.219; F1,4 clorofila b = 1.864, p = 0.244) y al 11º día (F1,4 clorofila a = 6.292, p = 
0.066; F1,4 clorofila b = 2.090, p = 0.222), respectivamente. 
En lo que respecta al contenido de clorofilas por célula, este se mantuvo sin 
diferencias significativas, tanto al 4º día (F17,36 clorofila a = 1.586, p = 0.120; F17,36 clorofila b 
= 0.518, p = 0.926) como al 11º día (F17,36  clorofila a = 1.743, p = 0.079; F17,36  clorofila b = 
0.343, p = 0.989) en las concentraciones de sulfato de sodio inferiores a 10 mM, siendo 
a partir de esta concentración donde se pudo observar un aumento significativo tanto al 
4º día (F8,18 clorofila a = 193.130, p<0.001; F8,18 clorofila b = 93.686, p<0.001) como al 11º día 
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(F8,18  clorofila a = 286.944, p<0.001; F8,18  clorofila b = 39.852, p<0.001) y alcanzando en 
ambos casos el contenido máximo en la concentración de 25 mM (Figura 14).  
La relación clorofila a/b se mantuvo constante en todas las concentraciones de 
sulfato de sodio ensayadas y en el control, sin mostrar diferencias significativas en 
dicha relación al 4º día (F26,54  = 0.028, p = 1) y 11º día (F26,54  = 0.471, p = 0.981), 
respectivamente. Como era de esperar, el contenido en clorofila a fue predominante 
frente al contenido en clorofila b debido a que la clorofila a es el pigmento fotosintético 
primario en microalgas.  
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Figura 14. Contenido de clorofilas en C. moewusii expuesta a diferentes 
concentraciones de sulfato de sodio después de 4 y 11 días de cultivo: a y b) clorofila a y b
(µg/mL), c y d) clorofila a y b (pg/célula), e y f) clorofila a/b. Cada barra representa la media 
± error estándar (n = 3).
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4.2. Estudio de los efectos de diferentes concentraciones del ión 
sulfato con la misma fuerza iónica inicial sobre la microalga 
Chlamydomonas moewusii Gerloff 
4.2.1. Diseño experimental 
Con la finalidad de estudiar el efecto del ion sulfato y descartar un posible efecto 
salino debido al incremento en la concentración de sulfato de sodio se ideó un diseño 
experimental empleando diferentes concentraciones de sulfato pero manteniendo la 
misma fuerza iónica del medio de cultivo. 
Los ensayos se llevaron a cabo en botellas estériles de vidrio Pyrex
TM 
de 500 mL 
con medio Bristol libre de compuestos azufrados en el que todos los sulfatos fueron 
reemplazados por cantidades equimoleculares de cloruros. Los cultivos fueron 
incubados en las condiciones mencionadas en la sección 3.1.3.. Además, se añadió 
diariamente agua destilada estéril a los cultivos con la finalidad de reponer la pérdida de 
líquido por evaporación.  
El inóculo para todos los experimentos se tomó de un cultivo stock de la 
microalga dulceacuícola Chlamydomonas moewusii en fase logarítmica, recepada 
periódicamente con medio de cultivo libre de sulfato. Este cultivo permaneció en 
ausencia de sulfato a lo largo de 21 días. Todos los procedimientos se realizaron bajo 
condiciones asépticas de manipulación y transferencia. La densidad celular inicial fue 
de 4x10
5 
células/mL. 
Las concentraciones de sulfato ensayadas fueron las siguientes: 0, 0.0001, 
0.00025, 0.0005, 0.001, 0.0025, 0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 5, 10, 15 
y 20 mM. La fuerza iónica teórica empleada como referencia para realizar todos estos 
experimentos fue la calculada para la concentración de sulfato de sodio de 20 mM, 
siendo este valor de 63.2 mM. Tanto esta fuerza iónica teórica como la de cada cultivo 
ensayado se calcularon por medio del software Visual MINTEQ (Versión 3.1) para 
Windows (Gustafsson, 2013), asumiendo concentraciones de molaridad y condiciones 
ideales. La diferencia en la fuerza iónica teórica de cada cultivo con respecto a la fuerza 
iónica del cultivo de referencia (63.2 mM) se ajustó mediante la adición de cloruro de 
sodio. Así, a partir de la solución stock de cloruro de sodio se añadió un volumen 
determinado a cada cultivo con las diferentes concentraciones de sulfato de sodio 
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ensayadas. De esta manera se consiguió mantener la misma fuerza iónica en cada uno 
de los tratamientos ensayados, independientemente de la concentración de sulfato de 
sodio presente en el medio. Se midió el pH para verificar que todos los cultivos 
presentaban el mismo pH. El valor medio obtenido para todos los cultivos fue de 6.9 ± 
0.3. Cada tratamiento se llevó a cabo por triplicado.  
La cuantificación de la densidad celular se realizó los días 4 y 11 de cultivo tal 
como se describió anteriormente en la sección 3.4.. 
El estudio cinético se realizó como se describió en la sección 3.5. para los días 4 
y 11 de cultivo. 
El análisis estadístico se realizó mediante un ANOVA de un factor para 
determinar si las diferentes concentraciones del ión sulfato con la misma fuerza iónica 
inicial del medio de cultivo presentaron un efecto significativo sobre el crecimiento 
celular. Posteriormente, después de haber rechazado la hipótesis nula de igualdad, se 
realizó una prueba post-hoc de Tukey (p<0.05). El análisis estadístico de los datos fue 
realizado como se describió en la sección 3.10.. 
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4.2.2. Efecto sobre el crecimiento 
En la Figura 15 se muestran las densidades celulares de C. moewusii que se 
alcanzaron después de 4 y 11 días de cultivo con diferentes concentraciones del ion 
sulfato, pero con la misma fuerza iónica inicial del medio de cultivo.  
Esta figura muestra un incremento en la densidad celular al aumentar la 
concentración del ion sulfato hasta alcanzar un valor máximo, a partir del cual la 
densidad celular permaneció contante. La concentración mínima de sulfato en la que se 
obtuvo el valor de densidad máxima fue de 0.1 mM, siendo el mismo resultado que el 
observado en cultivos con diferente fuerza iónica inicial (Figura 11). Cabe destacar 
que, a diferencia de los cultivos con diferente fuerza iónica inicial, las altas 
concentraciones de sulfato (>3 mM) no inhibieron el crecimiento de la microalga 
 
 
Figura 15. Densidades celulares de C. moewusii cultivada con diferentes 
concentraciones del ion sulfato, pero con la misma fuerza iónica inicial después de 4 y 11 
días. Cada barra representa la media ± error estándar (n = 3). El eje x no está a escala.
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(Figura 15). Además, no se observó inhibición por sustrato incluso a concentraciones 
de 20 mM del ion sulfato como en los cultivos con diferente fuerza iónica inicial 
(Figura 11). Por lo tanto, la inhibición observada en los cultivos con una concentración 
de sulfato de sodio superior a 3 mM no se debió al incremento en la concentración del 
ion sulfato sino por el aumento de la fuerza iónica inicial del medio de cultivo. 
El análisis estadístico por ANOVA de una vía y test de Tukey mostró que las 
diferencias en la densidad celular de los cultivos con una concentración ≤0.1 mM de ion 
sulfato y con la misma fuerza iónica inicial fueron significativas después de 4 y 11 días 
(F10,22 = 24.837, p<0.001; F10,22 = 74.955, p<0.001), respectivamente. Sin embargo, las 
diferencias en la producción de biomasa no fueron significativas a partir de las 
concentraciones superiores a 0.1 mM (F8,18 = 0.138, p = 0.996; F8,18 = 0.293, p = 0.959) 
en ninguno de esos días de cultivo. 
Al igual que en la Foto 6, en la Foto 7 se puede observar el incremento de color 
de los cultivos a medida que aumentó la concentración de sulfato sódico y con los días 
de cultivo. La diferencia con respecto a los cultivos con diferente fuerza iónica inicial 
(Foto 6) se obtuvo en los cultivos con altas concentraciones de sulfato sódico en los que 
ahora con la misma fuerza iónica inicial se observa claramente que el color de estos  se 
mantuvo constante, sin observarse inhibición del crecimiento. 
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Foto 7. Cultivos de C. moewusii expuestos a diferentes concentraciones del ion 
sulfato con la misma fuerza iónica inicial, a) día 0, b) día 4 y c) día 11 de cultivo.
 
a) 
c) 
b) 
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4.2.3. Efecto sobre la cinética de crecimiento 
Las Figuras 16 y 17 muestran las tasas de crecimiento experimentales de los 
cultivos expuestos a las diferentes concentraciones de ion sulfato con la misma fuerza 
iónica inicial y los valores ajustados según los distintos modelos de cinética de 
crecimiento.  
El análisis de la tasa de crecimiento al 4º y 11º días de cultivo reveló que este 
parámetro se vio influenciado por la concentración de este ion. Los datos mostraron un 
incremento en la tasa de crecimiento en relación con el aumento de la concentración de 
sulfato hasta alcanzar un valor máximo en 0.1 mM. Sin embargo, esta tasa permaneció 
contante a partir de esta concentración. Por lo tanto, no se observó inhibición por 
 
 
Figura 16. Tasa de crecimiento (1/d) de las células de C. moewusii después de 4 
días de exposición a diferentes concentraciones del ion sulfato con la misma fuerza 
iónica inicial (datos experimentales y ajuste a cada modelo). Cada gráfico interior es una 
ampliación correspondiente a las concentraciones del ion sulfato de 0 a 5 mM.
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sustrato a concentraciones >0.1 mM del ion sulfato como se obtuvo en los cultivos con 
diferente fuerza iónica inicial (Figuras 12 y 13). 
En la Tabla 11 se resumen los parámetros cinéticos que se obtuvieron a partir 
del ajuste a los 4 modelos de crecimiento estudiados en cultivos expuestos a diferentes 
concentraciones de sulfato, pero con la misma fuerza iónica inicial. Los parámetros 
cinéticos obtenidos ajustando los datos a los cuatro modelos de crecimiento estudiados 
indicaron que todos los modelos generaron valores altos en los coeficientes de 
determinación (Tabla 11). Sin embargo, como no existió inhibición a altas 
concentraciones, el modelo de Monod sería el más adecuado por su sencillez para 
explicar los resultados obtenidos. Consecuentemente, la concentración de sulfato que 
 
 
Figura 17. Tasa de crecimiento (1/d) de las células de C. moewusii después de 11 
días de exposición a diferentes concentraciones del ion sulfato con la misma fuerza 
iónica inicial (datos experimentales y ajuste a cada modelo). Cada gráfico interior es una 
ampliación correspondiente a las concentraciones del ion sulfato de 0 a 5 mM.
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alcanzó la máxima tasa de crecimiento fue de 1.472 mM (Ecuación 9) y la tasa de 
crecimiento máxima alcanzada en estas condiciones fue de 0.45 1/d (Ecuaciones 2, 6, 7 
y 8) después de 4 días de cultivo. A su vez, con los datos obtenidos a partir del modelo 
de Monod se calculó la constante de saturación (KS), cuyo valor fue de 3.0 ± 0.1 µM.  
Estos resultados se mantuvieron después de 11 días de cultivo. La concentración 
de sulfato que alcanzó la máxima tasa de crecimiento fue de 1.516 mM (Ecuación 9), 
valor similar al obtenido al 4º día. Sin embargo, la tasa de crecimiento máxima 
alcanzada en estas condiciones fue de 0.23 1/d (Ecuaciones 2, 6, 7 y 8). A su vez, la 
constante de saturación (KS), cuyo valor fue de 3.0 ± 0.2 µM, permaneció invariable con 
respecto al día 4 de cultivo. 
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4.3. Evaluación de los efectos tóxicos del cadmio sobre la microalga 
Chlamydomonas moewusii Gerloff 
4.3.1. Diseño experimental 
Los ensayos se llevaron a cabo en botellas de vidrio Pyrex
TM 
de 500 mL con 
adición de medio de cultivo Bristol Modificado. En este caso, la modificación del medio 
consistió en la eliminación del EDTA. El resto de condiciones del cultivo fueron 
idénticas a las mencionadas en la sección 3.1.3.. Se añadió diariamente agua destilada 
estéril con la finalidad de reponer la pérdida de líquido por evaporación.  
Con el objetivo de estudiar el efecto del cadmio sobre la microalga se empleó un 
diseño experimental unifactorial con un periodo de duración de 4 días de exposición. 
Este diseño consistió en ensayar cinco concentraciones de cadmio. Las concentraciones 
nominales ensayadas fueron: 1, 2, 4, 6, y 8 mg Cd(II)/L. Para obtener estas 
concentraciones se añadió un volumen apropiado de la solución stock de 10 g Cd(II)/L 
al medio. Además, se incluyó un cultivo control al que no se le añadió cadmio. Todos 
los procedimientos se realizaron bajo condiciones asépticas de manipulación y 
transferencia. La densidad celular inicial fue de 4x10
5 
células/mL. 
Todos los tratamientos se realizaron por triplicado, de tal forma que ensayándose 
6 tratamientos y como cada uno se llevó a cabo por triplicado, se realizaron 18 cultivos 
en total. 
El crecimiento de los cultivos de microalgas se siguió desde el comienzo de la 
experiencia hasta el 4º día de crecimiento, determinándose diariamente la densidad 
celular (sección 3.4.). Asimismo, se calculó tasa de crecimiento específica (μ) en los 
cultivos de C. moewusii como se describió en la sección 3.5. para el día 4 de cultivo. 
El contenido en clorofilas se determinó para el 4º día de cultivo como se 
describió en la sección 3.6.. 
La EC50 del cadmio después de 4 días de exposición se cuantificó como se 
describió en la sección 3.7.. 
El análisis estadístico se realizó mediante un ANOVA de un factor para 
determinar si las diferentes concentraciones de cadmio en el medio de cultivo 
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presentaron un efecto significativo sobre el crecimiento celular y el contenido de 
clorofilas. Posteriormente, se realizó una prueba post-hoc de Tukey (p<0.05). El análisis 
estadístico se llevó a cabo tal como se describe en la sección 3.10.. 
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4.3.2. Efecto del cadmio sobre el crecimiento 
En la Figura 18 se representan las densidades celulares para cada cultivo con las 
diferentes concentraciones de cadmio ensayadas durante 4 días de exposición. En los 
cultivos expuestos a cadmio se observó un efecto inhibitorio en el crecimiento de C. 
moewusii que fue directamente proporcional a la concentración del metal. Este efecto 
inhibitorio aumentó progresivamente en los cultivos tratados con 1 a 6 mg Cd(II)/L, 
presentando una reducción en la densidad celular final. Los cultivos tratados con la 
concentración máxima de cadmio de 8 mg/L mostraron una inhibición total del 
crecimiento hasta el último día de cultivo. 
El análisis estadístico mediante el ANOVA de una vía (F5,12 = 147.004, 
p<0.001) reveló que existe un efecto significativo del cadmio sobre el crecimiento de C. 
 
 
Figura 18. Curvas de crecimiento de los cultivos de la microalga C. moewusii 
expuesta a diferentes concentraciones de cadmio durante 4 días. Cada punto representa la 
media de la densidad celular ± error estándar (n = 3). Las letras minúsculas indican 
diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05).
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moewusii después de 4 días de exposición. El test de Tukey mostró diferencias entre 
todos los tratamientos de cadmio ensayados (p<0.05).  
El cultivo control alcanzó la mayor densidad celular al crecer a lo largo de los 4 
días, mientras que el cultivo con la máxima concentración de cadmio ensayada (8 mg/L) 
alcanzó la inhibición total. El efecto inhibitorio sobre el crecimiento fue directamente 
proporcional a la concentración del metal (Figura 18, Foto 8). 
 
 
 
Foto 8. Cultivos de C. moewusii expuestos a las diferentes concentraciones de 
cadmio: a) día 0 y b) día 4.
 
 
a) 
b) 
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La tasa de crecimiento para el día 4 confirmó este efecto tóxico en la reducción 
del crecimiento (Tabla 12). El efecto citotóxico del cadmio afectó directamente a la tasa 
de crecimiento de las células de C. moewusii, la cual disminuyó al aumentar la 
concentración del metal en el medio. Se alcanzó la máxima tasa de crecimiento en los 
cultivos control sin metal y la inhibición total en los cultivos con 8 mg Cd(II)/L. 
El ANOVA de una vía (F5,12 = 149.823, p<0.001) mostró diferencias 
significativas entre las tasas de crecimiento para cada concentración de cadmio 
ensayada. La prueba post-hoc de Tukey mostró diferencias significativas (p<0.05) entre 
todos los tratamientos de cadmio ensayados con respecto a la tasa de crecimiento. 
  
 
Tabla 12. Tasa de crecimiento (µ) (media ± error estándar, n = 3) (1/d) de los 
cultivos de C. moewusii expuestos a diferentes concentraciones de Cd(II) después de 4 días 
de exposición. Las letras minúsculas indican diferencias significativas entre tratamientos 
(p<0.05). 
[Cd(II)] 
(mg/L) 
  
(1/d) 
0 0.664 ± 0.06 
a
 
1 0.589± 0.03 
b
 
2 0.509 ± 0.05 
c
 
4 0.406 ± 0.02 
d
 
6 0.187 ± 0.01 
e
 
8 0.000 ± 0.00 
f
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4.3.3. Efecto del cadmio sobre el contenido de clorofilas 
El contenido de clorofilas de los cultivos de C. moewusii expuestos a diferentes 
concentraciones de cadmio se muestran en la Figura 19. Los resultados obtenidos con 
respecto a la concentración de clorofilas por volumen de cultivo mostraron diferencias 
significativas (p<0.05) en los distintos tratamientos con el metal y después de 4 días de 
cultivo. La concentración de clorofila por volumen de cultivo (Figura 19, a) se vio 
afectada de manera inversamente proporcional a la concentración de cadmio, 
alcanzando un valor mínimo en la concentración de 8 mg Cd(II)/L. El análisis 
estadístico mediante ANOVA de una vía y la prueba de Tukey mostró que estas 
diferencias fueron significativas (F5,12  clorofila a = 148.202, p<0.001; F5,12  clorofila b = 
20.053, p<0.001). 
Igualmente, el contenido de clorofilas por célula disminuyó progresivamente en 
relación con el incremento de cadmio después de 4 días de exposición (Figura 19, b). 
El ANOVA de una vía y la prueba de Tukey indicaron diferencias significativas en este 
contenido de clorofilas por célula (F5,12 clorofila a = 332.691, p<0.001; F5,12  clorofila b = 
43.754, p<0.001).  
La relación entre ambas clorofilas (clorofila a/b) varió en función de las 
concentraciones de cadmio ensayadas, mostrando diferencias significativas (F5,12  = 
95.589, p<0.001) (Figura 19, c). A medida que el cadmio aumentó, la relación clorofila 
a/b disminuyó progresivamente. 
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Figura 19. Contenido de clorofilas de C. moewusii expuesta a diferentes 
concentraciones de cadmio después de 4 días de cultivo: a) clorofila a y b (µg/mL), b) 
clorofila a y b (pg/célula), c) clorofila a/b. Cada barra representa la media ± error estándar 
(n = 3). Las letras minúsculas indican diferencias entre tratamientos (p<0.05).
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4.3.4. Determinación del valor de la concentración efectiva media del cadmio 
(EC50) para la microalga C. moewusii 
Las curvas dosis-respuesta son útiles en el estudio de los efectos tóxicos de los 
agentes contaminantes en relación con las condiciones experimentales. En la Figura 20 
se representa la curva dosis-respuesta obtenida para células de C. moewusii expuestas a 
diferentes concentraciones de cadmio el día 4 de cultivo. Para realizar esta curva se 
ajustaron los datos a un modelo de regresión no lineal correspondiente a un modelo 
logístico de 4 parámetros. A partir de la ecuación obtenida se calculó la EC50/4d que fue 
de 4.26 ± 0.29 mg Cd(II)/L. El coeficiente de determinación (R
2
) que se obtuvo para el 
ajuste fue de 0.9895.  
 
 
Figura 20. Ajuste de la curva dosis-respuesta para células de la microalga C. 
moewusii expuestas a diferentes concentraciones de cadmio al 4º día de exposición. Cada 
punto representa la media ± error estándar (n= 3).
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4.4. Influencia de diferentes concentraciones de sulfato de sodio 
sobre el efecto tóxico del cadmio en la microalga Chlamydomonas 
moewusii Gerloff 
4.4.1. Diseño experimental 
Los ensayos se llevaron a cabo en botellas de vidrio Pyrex
TM 
de 500 mL con 
adición de medio de cultivo Bristol Modificado. En este caso las modificaciones del 
medio consistieron en la eliminación del EDTA y de los compuestos azufrados; para 
esto último se reemplazaron todos los sulfatos por cantidades equimoleculares de 
cloruros. Las condiciones de cultivo fueron las mencionadas inicialmente en la sección 
3.1.3..  
Con la finalidad de estudiar el efecto del sulfato sódico sobre el efecto tóxico del 
cadmio en esta microalga se empleó un diseño experimental bifactorial con un tiempo 
de duración de 4 días de exposición. Este diseño bifactorial consistió en varias 
concentraciones de cadmio frente a diferentes concentraciones de sulfato sódico. Así, se 
realizaron cinco tratamientos de cadmio con diferentes disponibilidades de sulfato 
sódico: 0.0001, 0.00025, 0.0005, 0.001, 0.0025, 0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 
1, 2, 3 y 5 mM. Las concentraciones nominales ensayadas del metal fueron: 1, 2, 4, 6, y 
8 mg Cd(II)/L. Además, se incluyeron dos cultivos control, uno al que no se le añadió 
cadmio ni sulfato, y otro al que no se le añadió cadmio. 
El inóculo para todos los experimentos se tomó de cultivos stock de 
Chlamydomonas moewusii en fase logarítmica, que se encontraban en un medio de 
cultivo libre de sulfato, durante 21 días. Todos los procedimientos se realizaron bajo 
condiciones asépticas de manipulación y transferencia. La densidad celular inicial fue 
de 4x10
5 
células/mL. 
Todos los tratamientos se realizaron por triplicado. Por lo tanto, se ensayaron 
102 tratamientos y cada uno por triplicado, en total se realizaron 306 cultivos. 
La densidad celular de los cultivos de microalgas se midió diariamente, desde el 
comienzo de la experiencia hasta el 4º día de crecimiento. La densidad celular se 
determinó como se describió en la sección 3.4.. 
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Con los datos obtenidos a partir de la densidad celular se calcularon los 
parámetros cinéticos de la microalga con respecto al sulfato sódico bajo la toxicidad del 
cadmio. La tasa de crecimiento específica (μ) se determinó como se describió 
anteriormente (sección 3.5.). Posteriormente, y con la finalidad de lograr una mayor 
predicción de los datos experimentales para el crecimiento de C. moewusii respecto al 
sulfato sódico y cadmio, se ensayaron tres modelos matemáticos provenientes de los 
modelos de inhibición por sustrato: modelo competitivo, acompetitivo y no competitivo, 
determinándose como se describió anteriormente (sección 3.5.). 
El contenido en clorofilas se determinó como se describió en la sección 3.6.. 
La concentración efectiva media al 4º día de cultivo para esta microalga se 
calculó mediante una representación semilogarítmica de la dosis-respuesta para cada 
uno de los tratamientos ensayados de sulfato de sodio (sección 3.7.). 
Se realizó un ANOVA de dos factores (ANOVA de dos vías) para determinar si 
las diferentes concentraciones de sulfato de sodio y cadmio en el medio de cultivo 
presentaron un efecto significativo sobre el crecimiento celular y el contenido en 
clorofila de la microalga. Asimismo, se empleó este análisis estadístico para detectar 
una posible interacción entre ambos factores. Posteriormente, los datos se compararon 
con un análisis post-hoc de la prueba de comparaciones múltiples de Tukey (p<0.05) tal 
como se describió en la sección 3.10.. 
. 
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4.4.2. Efecto del cadmio y del sulfato de sodio sobre el crecimiento de la microalga  
C. moewusii 
En la Figura 21 se representan las densidades celulares obtenidas para cada 
cultivo con las diferentes disponibilidades de sulfato de sodio y para cada concentración 
de cadmio ensayada al 4º día de exposición.  
 
 
Figura 21. Densidad celular de los cultivos de la microalga C. moewusii expuestos a 
diferentes concentraciones de cadmio y sulfato de sodio al 4º día de exposición. Cada punto 
representa la media de la densidad celular ± error estándar (n = 3). El eje x no está a 
escala. * Control sin sulfato de sodio y cadmio.
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Los cultivos control sin exposición a cadmio (Figura 21) crecieron siguiendo la 
misma dinámica de crecimiento observada anteriormente en el experimento con 
diferentes concentraciones graduales de la sal de sulfato y al 4º día de exposición 
(Figura 11). Solamente los cultivos con 0 mM de sulfato de sodio no tuvieron 
crecimiento. Igualmente se verificó que el metal ejerció un efecto citotóxico 
dependiente de su concentración, puesto que las densidades celulares fueron menores al 
aumentar la concentración del metal. La interacción entre ambos factores se puede 
observar en las Figuras 21 y 22 y en la Foto 9. Esta última figura consiste en una 
representación 3D y una gráfica de contorno con la densidad celular final obtenida en 
cada cultivo en función de la concentración de cadmio y de sulfato de sodio.  Cuando la 
concentración de sulfato de sodio aumentó en el medio de cultivo se obtuvo un menor 
efecto tóxico del cadmio. Los cultivos expuestos a bajas concentraciones de cadmio 
apenas crecieron o no crecieron en absoluto en presencia de bajas concentraciones de 
sulfato de sodio, como se puede observar en las Figuras 21 y 22 y en la Foto 9, c-g. Sin 
embargo, cuando las concentraciones de sulfato de sodio se fueron incrementando, estos 
cultivos expuestos a cadmio aumentaron su crecimiento hasta alcanzar una máxima 
densidad celular final a concentraciones cada vez más altas de sulfato sódico (Foto 9, c-
g). De hecho, las células de C. moewusii que se trataron con altas concentraciones de 
 
 
Figura 22. Diagrama 3D de superficie (a) y gráfico de contorno (b) que indica el 
efecto de la interacción entre las concentraciones de sulfato de sodio y de cadmio en el 
crecimiento de C. moewusii. El eje x no está a escala. 
 
a b 
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sulfato de sodio (entre 0.1 y 5 mM) presentaron crecimiento incluso en altas 
concentraciones de cadmio (excepto en 8 mg/L) lo que permitió el crecimiento a estas 
dosis. De hecho, en la Figura 22b se puede observar que las líneas de contorno se 
desplazan hacia las concentraciones más altas de sulfato de sodio al aumentar la 
concentración de cadmio. Por lo tanto, C. moewusii requirió mayores concentraciones 
de sulfato de sodio al aumentar la concentración de cadmio, lo que contribuyó a tolerar 
más eficientemente los efectos tóxicos de este metal.  
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Foto 9. Fotos obtenidas de los cultivos de C. moewusii correspondientes a los 
datos de la figura 21: a) día 0 de cultivo. Cultivos expuestos a: b) 0, c) 1, d) 2, e) 4, f) 
6 y g) 8 mg Cd(II)/L al día 4. 
 
a) 
b) 
c) 
d) 
e) 
f) 
g) 
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En la Tabla 13 se muestran los resultados del diseño bifactorial sobre el efecto 
del sulfato de sodio y del cadmio respecto a la densidad celular final de C. moewusii 
después de 4 días de cultivo. Este diseño sirve para poner de manifiesto el efecto 
combinado de ambos factores. El análisis estadístico de los datos mediante un ANOVA 
de dos vías reveló diferencias significativas en la densidad celular final de los cultivos 
para ambos factores (Tabla 13). Un 16% de los tamaños del efecto se pudo explicar 
como efecto de la interacción entre el sulfato de sodio y el cadmio (Tabla 13). Cada 
factor individual presentó un efecto significativo sobre el crecimiento de las células de 
esta microalga. Atendiendo a estos resultados, el cadmio se identificó como el factor 
que tuvo más peso y por tanto el más importante de ambos, puesto que el 38% de los 
tamaños del efecto se debió a este metal; mientras que el efecto del sulfato de sodio fue 
del 23% (Tabla 13). Es decir, el efecto tóxico del cadmio fue mayor que el efecto 
beneficioso del sulfato de sodio como nutriente en el crecimiento de esta microalga. La 
prueba de comparaciones múltiples de Tukey mostró diferencias significativas entre 
todos los tratamientos de cadmio y de sulfato de sodio. Por lo tanto, el cadmio y el 
sulfato presentaron una interacción significativa, lo que parece indicar que en presencia 
de sulfato de sodio, el cadmio ejerció un menor efecto tóxico sobre el crecimiento de 
esta microalga. 
 
Tabla 13. Resultados del ANOVA de dos vías del efecto combinado del sulfato de 
sodio y del cadmio sobre la densidad celular final de C. moewusii después de 4 días de 
cultivo. 
Factor Grados de 
Libertad 
F p Tamaño del Efecto 
(%) 
Cadmio 5 1308 <0.001 38.09 
Sulfato de sodio 17 253 <0.001 22.79 
Cadmio * Sulfato de sodio 85 33 <0.001 15.83 
Error 216   6.72 
Total 324    
Total  Corregido 323    
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En la Figura 23 se representa la concentración de sulfato de sodio en la que se 
alcanzó la máxima densidad celular final para cada una de las concentraciones de 
cadmio ensayadas. En esta figura se puede observar que con el aumento de cadmio en el 
medio de cultivo se requirió una mayor cantidad de sulfato de sodio para alcanzar la 
máxima densidad celular obtenida en los cultivos sin cadmio. Esta máxima densidad 
celular se alcanzó con una menor cantidad de sulfato de sodio (0.1 mM) en los cultivos 
sin cadmio. 
 
 
Figura 23. Concentraciones de sulfato de sodio necesarias para alcanzar una 
máxima densidad celular final para cada concentración de cadmio ensayada.
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4.4.3. Efecto del cadmio y del sulfato de sodio sobre la cinética de crecimiento de 
la microalga C. moewusii 
La tasa de crecimiento es otro parámetro importante en el estudio del efecto de 
ambos factores en esta microalga (Figura 24). El estudio de este parámetro reveló que 
el efecto del cadmio fue inversamente proporcional a su concentración. 
 
 
Figura 24. Tasas de crecimiento de las células de C. moewusii después de 4 días de 
exposición a diferentes concentraciones de cadmio y sulfato de sodio (datos experimentales 
y ajuste al modelo). La figura superior representa la ampliación del intervalo de 0-0.1mM 
de sulfato de sodio.
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 Un aumento en la concentración de este metal conllevó a una disminución en 
los valores de la tasa de crecimiento como se vio anteriormente en la sección 4.3.2.. Por 
el contrario, el sulfato de sodio presentó un efecto mixto sobre este parámetro, puesto 
que a medida que la concentración de la sal aumentó, la tasa de crecimiento aumentó 
significativamente hasta alcanzar el rango óptimo para esta sal. A partir de estos valores 
se produce un descenso en la tasa de crecimiento. Estos resultados mostraron de nuevo 
la existencia de inhibición por sustrato, siendo los modelos acompetitivo y no 
competitivo los que mejor fueron capaces de predecir los resultados. Este resultado 
también se observó anteriormente en la sección 4.1.3.. 
Además, la tasa de crecimiento se vio afectada por la interacción de ambos 
factores. En la Tabla 14 se representan los parámetros cinéticos para el sulfato sódico 
que se obtuvieron a partir del ajuste a los 3 modelos de inhibición por sustrato 
estudiados pero en presencia de diferentes concentraciones de cadmio. En esta tabla se 
observa que un aumento en la concentración de cadmio redujo la constante de 
crecimiento específica (µm). La constante de saturación del sulfato (Ks) fue mayor con el 
aumento de la concentración de cadmio. En cambio, la constante de inhibición (KI) fue 
menor con el incremento de este metal. De nuevo el modelo acompetitivo fue elegido 
para establecer el modelo matemático que relacionó a ambos factores.  
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Tabla 14. Parámetros cinéticos ± error estándar para la utilización de sulfato de 
sodio en C. moewusii después de 4 días de exposición a diferentes concentraciones de 
cadmio. R2 = coeficiente de determinación, max = tasa máxima de crecimiento específico 
(1/d), µm = constante de crecimiento específico (1/d), KS = constante de saturación (mM) y KI 
= constante de inhibición (mM). 
 Modelo Competitivo 
[Cd(II)] 
(mg/L) 
R
2
 µm Ks KI 
0 0.900 13.147±1.710E+07 0.043±5.786E+04 0.002±0.001 
1 0.948 7.135±3.643E+07 0.093±1.449E+05 0.008±0.002 
2 0.920 5.512±1.552E+07 0.132±3.73E+05 0.012±0.004 
4 0.936 4.567±1.13E+07 0.169±4.191E+05 0.015±0.004 
6 0.938 3.083±6.306E+06 0.253±5.197E+05 0.016±0.005 
8 * * * * 
 Modelo Acompetitivo 
[Cd(II)] 
(mg/L) 
R
2
 µm Ks KI 
0 0.916 0.692±0.032 0.003±0.001 25.423±17.356 
1 0.966 0.628±0.030 0.009±0.002 16.376±7.282 
2 0.940 0.562±0.041 0.015±0.005 13.933±8.083 
4 0.965 0.462±0.027 0.020±0.005 10.771±4.098 
6 0.969 0.226±0.013 0.022±0.005 10.348±3.641 
8 * * * * 
 Modelo No Competitivo 
[Cd(II)] 
(mg/L) 
R
2
 µm Ks KI 
0 0.916 0.692±0.032 0.003±0.001 25.401±17.333 
1 0.966 0.629±0.030 0.009±0.002 16.367±7.284 
2 0.940 0.562±0.042 0.015±0.005 13.919±8.087 
4 0.965 0.462±0.027 0.020±0.005 10.750±4.100 
6 0.938 3.083±6.306E+06 0.253±5.197E+05 0.016±0.005 
8 * * * * 
 *Regresión no significativa.
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En la Tabla 15 se muestran las concentraciones de sulfato de sodio necesarias 
para alcanzar la tasa de crecimiento máxima (µmax) en función de la concentración de 
cadmio. Se puede observar que con el aumento en la concentración del metal se requirió 
una mayor concentración de sulfato de sodio en el medio, la cual fue necesaria para 
atenuar los efectos tóxicos de este metal a medida que las concentraciones de cadmio se 
fueron incrementando. 
Esta interacción entre ambos factores también se pone de manifiesto cuando se 
representan los parámetros cinéticos obtenidos con el modelo acompetitivo frente a la 
concentración de cadmio. Dicha representación se muestra en la Figura 25. Para cada 
uno de los parámetros cinéticos se obtuvo una ecuación a partir de un análisis de 
regresión que los relaciona con la concentración del metal. A continuación se 
sustituyeron estas ecuaciones en la Ecuación 4 y se obtuvo un modelo para la tasa de 
crecimiento específica de C. moewusii en términos de concentraciones de sulfato de 
sodio y cadmio (Ecuación 11). 
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Tabla 15. Concentraciones de sulfato de sodio obtenidas por medio de la Ecuación 9 
necesarias para lograr la máxima tasa de crecimiento en relación con las concentraciones 
de cadmio. 
[Cd(II)] 
(mg/L) 
[Na2SO4] 
(mM) 
0 0.276 
1 0.384 
2 0.457 
4 0.469 
6 0.538 
8 - 
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Las líneas representadas en la Figura 24 se elaboraron a partir de esta Ecuación 
11 y se pudo observar que los datos experimentales se ajustaron correctamente al 
modelo de crecimiento obtenido. Los coeficientes de determinación fueron superiores a 
0.97. Del mismo modo se obtuvo una ecuación para el modelo no competitivo (ecuación 
no mostrada), pero en este caso, los coeficientes de determinación fueron menores de 
0.92. Por esta razón, este modelo se consideró menos apropiado para el ajuste de los 
datos obtenidos de la tasa de crecimiento para C. moewusii. 
  
 
 
Figura 25. Parámetros cinéticos del crecimiento de C. moewusii obtenidos con el 
modelo acompetitivo frente a las concentraciones de cadmio.
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4.4.4. Efecto del cadmio y del sulfato de sodio sobre el contenido de clorofilas 
El contenido de clorofilas de los cultivos de C. moewusii expuestos a diversas 
concentraciones de cadmio y de sulfato de sodio se muestran en la Figura 26. Los 
resultados obtenidos con respecto a la concentración de clorofila por volumen de cultivo 
(Figuras 26, a y b y en los gráficos 3D de la Figura 27) mostraron diferencias 
significativas (p<0.05) en los distintos tratamientos con el metal y con la sal después de 
4 días de cultivo. Por una parte, el contenido de clorofilas se vio afectado de manera 
correspondiente en relación con la concentración de sulfato de sodio, alcanzando un 
valor máximo en el rango óptimo de concentraciones. Sin embargo, el contenido de 
ambos pigmentos disminuyó con el incremento de la concentración de cadmio. La 
interacción entre ambos factores también se puede observar en la Figura 26, a y b. Para 
cada una de las concentraciones de cadmio, se produjo una menor inhibición debida a 
este metal en la síntesis de clorofila a y b por volumen de cultivo con el incremento de 
la concentración de sulfato de sodio. 
 El análisis estadístico mediante una ANOVA de dos vías mostró que las 
diferencias en el contenido de clorofilas por volumen de cultivo fueron significativas. El 
contenido de clorofila a se vio influenciado mayoritariamente por el cadmio, siendo este 
el factor que tuvo más peso con un 58.15% (F5,216  = 3695.356, p<0.001), un 19.67% 
(F17,216  = 367.636, p<0.001) correspondió al efecto del sulfato de sodio y un 21.51% 
(F85,216  = 80.394, p<0.001)  de los tamaños del efecto se pudo explicar como efecto de 
la interacción entre ambos factores (Tabla 16). El contenido de clorofila b también se 
vio afectado de forma similar, con un 54.03% para el cadmio (F5,216 = 1431.683, 
p<0.001), un 22.93% (F17,216 = 178.753, p<0.001) para el sulfato de sodio y un 21.41% 
(F85,216  = 33.375, p<0.001)  para la interacción entre ambos factores (Tabla 16).  
Con respecto al contenido de clorofilas por célula el resultado fue algo diferente 
en comparación con el contenido de clorofilas por volumen del cultivo. Así, la síntesis 
de clorofila/célula disminuyó progresivamente en relación con el incremento de cadmio 
al 4º día de exposición. Sin embargo, en ausencia de cadmio, las diferentes 
concentraciones de sulfato de sodio no mostraron cambios en el contenido de 
clorofilas/célula, permaneciendo este valor constante (p>0.05) (Figuras 26, c y d). El 
ANOVA de dos vía reveló que estas diferencias fueron significativas, el cadmio tuvo un 
tamaño de efecto de 79.76% sobre la clorofila a (F5,216 clorofila a  = 5795.431, p<0.001) y 
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un 78.93% sobre la clorofila b (F5,216  clorofila b = 1934.424, p<0.001) (Tabla 16). Por el 
contrario, en presencia de cadmio, ahora el sulfato de sodio sí tuvo un efecto 
significativo, favoreciendo el aumento de las clorofilas/célula (F17,216 clorofila a  = 299.920, 
p<0.001; F17,216 clorofila b  = 95.901, p<0.001). De hecho, una mayor concentración de 
cadmio requirió más cantidad de sulfato de sodio para lograr un mayor contenido de 
clorofilas/célula y así aproximarse al contenido de clorofilas de los cultivos en ausencia 
del metal. Este resultado fue confirmado por el análisis estadístico, la interacción entre 
ambos factores sobre el contenido de clorofilas/célula fue en ambos casos significativa 
(F85,216 clorofila a = 23.980, p<0.001; F85,216 clorofila b = 8.648, p<0.001). 
La relación entre ambas clorofilas (Figura 26, e) disminuyó progresivamente en 
relación con las concentraciones de cadmio ensayadas. En ausencia de cadmio, esta 
relación se mantuvo constante; es decir, el sulfato de sodio no tuvo ningún efecto 
significativo sobre esta relación. Sin embargo, en los cultivos con cadmio, el contenido 
de la clorofila a fue menor cuando el medio presentó bajas concentraciones de sulfato 
de sodio. Este contenido se recuperó progresivamente a medida que la cantidad de 
sulfato de sodio aumentó. El ANOVA de dos vías reveló diferencias significativas en 
esta relación (Tabla 16). Este análisis indicó que el cadmio tuvo un tamaño de efecto 
del 81.18% (F5,216 = 2489.279, p<0.001) y el sulfato de sodio de 11.69% (F17,216 = 
105.464, p<0.001). También se observó la interacción entre ambos factores (F85,216 = 
10.314, p<0.001) sobre este parámetro.   
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Figura 26. Contenido de clorofilas en las células C. moewusii expuestas a diferentes 
concentraciones de cadmio y sulfato de sodio después de 4 días de cultivo. Cada punto 
representa la media ± error estándar (n = 3). * Control sin sulfato de sodio y cadmio.
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Tabla 16. Tamaño del efecto del sulfato de sodio y del cadmio sobre el contenido de 
clorofilas de C. moewusii después de 4 días de cultivo. 
 Tamaño del Efecto (%) 
Factor Chl a/mL Chl b/mL Chl a/cél Chl b/cél Chl a/b 
Cadmio 58.15** 54.03** 79.76** 78.93** 81.18** 
Sulfato de sodio 19.67** 22.93** 14.03** 13.30** 11.69** 
Cadmio * Sulfato de sodio 21.51** 21.41** 5.61** 6.00** 5.72** 
Error 0.68 1.63 0.59 1.76 1.41 
                   ** p<0.001.
 
 
 
Figura 27. Gráficos en 3D que muestran el contenido de clorofilas por unidad de 
volumen de los cultivos de C. moewusii expuestos a diferentes concentraciones de cadmio y 
sulfato de sodio después de 4 días de cultivo. 
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4.4.5. Determinación del valor de la concentración efectiva media del cadmio 
(EC50) para cada tratamiento con sulfato de sodio en la microalga C. 
moewusii 
En la Figura 28 se representan los valores estimados de la EC50/4d para el 
cadmio obtenidos a partir de las curvas de dosis-respuesta para cada una de las 
diferentes concentraciones de sulfato de sodio ensayadas.  
En esta figura se puede observar que con el aumento de la concentración de 
sulfato de sodio también se produjo un aumento en la tolerancia al cadmio de esta 
microalga puesto que la EC50/4d se incrementó. Esta tolerancia fue proporcional a la 
concentración de sulfato de sodio hasta alcanzar un umbral máximo. La EC50/4d, basada 
 
 
Figura 28. Valores estimados de la EC50/4d para el cadmio en C. moewusii y en 
función de las diferentes concentraciones de sulfato de sodio ensayadas. Cada barra 
representa la media ± error estándar (n = 3). Las letras minúsculas indican diferencias 
entre tratamientos (p<0.05). 
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en la concentración nominal del cadmio, estimada para bajas concentraciones de sulfato 
de sodio fue solo de 0.5 mg Cd(II)/L; sin embargo, el valor máximo alcanzado fue de 
4.46 ± 0.42 mg Cd(II)/L para una concentración de 1 mM de sulfato de sodio en el 
medio de cultivo. Una concentración más alta que 1 mM no produjo un aumento 
significativo en la tolerancia para este metal, incluso se observó un decrecimiento de 
esta capacidad.  
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4.5. Estudio de la producción de compuestos tiólicos de bajo peso 
molecular en la microalga Chlamydomonas moewusii Gerloff 
expuesta a cadmio 
4.5.1. Diseño experimental 
A partir de experiencias realizadas de la misma manera que en la sección 4.3., se 
recogieron alícuotas de cada cultivo al 4º día de ensayo. Se obtuvieron extractos crudos 
que se extrajeron y derivatizaron tal como se describió anteriormente (sección 3.8.1.). 
La caracterización y cuantificación de los compuestos tiólicos de bajo peso molecular se 
llevó a cabo tal como se describió en detalle en la sección 3.8.2.. 
Para determinar si las diferentes concentraciones de cadmio en el medio de 
cultivo presentaron un efecto significativo sobre la producción y el contenido de tioles 
de bajo peso molecular se realizó un análisis estadístico consistente en un ANOVA de 
un factor y posteriormente una prueba post-hoc de Tukey (p<0.05), como se describe en 
la sección 3.10.. 
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4.5.2. Efecto del cadmio sobre el contenido de compuestos tiólicos de bajo peso 
molecular 
En la Figura 29 se representa la concentración de los compuestos tiólicos Cys, 
γ-Glu-Cys y GSH biosintetizados por los cultivos celulares de C. moewusii expuestos a 
diferentes concentraciones de cadmio al 4º día de exposición. 
La síntesis del aminoácido cisteína (Cys) fue dependiente de la concentración de 
cadmio presente en el medio. El contenido de este aminoácido azufrado se incrementó a 
medida que la presencia de este metal aumentó progresivamente hasta alcanzar el 
contenido máximo (1277.20 ± 71.20 amol tiol/célula) en la concentración de 6 mg 
Cd(II)/L. Para la máxima concentración de cadmio ensayada (8 mg/L) la producción de 
 
 
Figura 29. Producción de Cys, -Glu-Cys y GSH en células de C. moewusii en 
respuesta a diferentes concentraciones de cadmio después de 4 días de exposición. Cada 
barra representa la media ± error estándar (n = 3). Las letras minúsculas indican 
diferencias dentro cada compuesto tiólico (p<0.05). Abreviaturas: Cys, cisteína;  -glu-cys, -
glutamil-cisteína; GSH, glutatión reducido.
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cisteína se redujo drásticamente (190.43 ± 89.67 amol tiol/célula), aproximadamente 6 
veces respecto a la concentración de 6 mg Cd(II)/L. El ANOVA de una vía mostró 
diferencias estadísticamente significativas en el contenido de cisteína (F5,12 = 168.830, 
p<0.001). El test de Tukey determinó diferencias significativas (p<0.05) en los niveles 
de cisteína en relación con todas las concentraciones de cadmio. Además, el contenido 
de Cys sintetizado por las células de C. moewusii fue mayor que el de γ-Glu-Cys y GSH 
en las condiciones experimentales utilizadas. 
Con respecto a los niveles de γ-Glu-Cys, estos no presentaron diferencias 
significativas en relación con el contenido de cadmio presente en el medio (F5,12 = 
3.864, p = 0.996). Sin embargo, sí existieron diferencias significativas entre el grupo 
control con respecto a los tratamientos con el metal. Este dipéptido mostró un rango de 
valores de 18.35-33.83 amol tiol/célula. 
El contenido de GSH se vio afectado por la concentración del metal. El ANOVA 
de una vía determinó diferencias significativas en el contenido de GSH en relación con 
las concentraciones de cadmio ensayadas (F5,12  = 83.116, p<0.001). El contenido de 
GSH sintetizado en los cultivos expuestos a 1 mg Cd(II)/L no mostró diferencias 
significativas con los cultivos control puesto que sus valores fueron 88.50 ± 11.70 y 
74.37 ± 6.30 amol tiol/célula, respectivamente. Pero una vez que se incrementó la 
presencia del metal a concentraciones superiores de 1 mg Cd(II)/L, el GSH disminuyó 
significativamente hasta casi no ser detectado en la máxima concentración ensayada (8 
mg Cd(II)/L) (p<0.05). El contenido de GSH disminuyó en relación con el incremento 
en el contenido de Cys en células de C. moewusii. 
En la Figura 30 se representa la concentración de fitoquelatinas biosintetizadas 
por células de C. moewusii expuestas a diferentes concentraciones de cadmio al 4º día 
de ensayo. En el presente estudio se han llegado a detectar fitoqueltinas (PCs) de dos 
(PC2), tres (PC3), cuatro (PC4) y hasta cinco (PC5) subunidades con sus 
correspondientes desglicil-fitoquelatinas (dPCn) en cultivos expuestos a cadmio. Sin 
embargo, no se han detectado en los cultivos control que no se expusieron a este metal. 
En general, la síntesis de fitoquelatinas fue dependiente de la concentración de cadmio. 
El contenido de PC3 fue superior al del resto de subunidades de fitoquelatinas obtenidas, 
alcanzando su valor máximo (3436.53 ± 122.18 amol tiol/célula) para la concentración 
de 6 mg Cd(II)/L. No obstante, para la máxima concentración de cadmio ensayada (8 
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mg/L) se observó una reducción significativa en la biosíntesis de fitoquelatinas. En 
relación con la PC5 sólo fue detectada a partir de la concentración de cadmio de 2 mg/L. 
El ANOVA de una vía y test de Tukey mostraron diferencias estadísticamente 
significativas en el contenido de PCs (F5,12 PC2 = 293.278, p<0.001; F5,12 PC3  = 892.068, 
p<0.001; F5,12 PC4 = 467.365, p<0.001; F5,12 PC5 = 458.147, p<0.001) y de las desglicil-
fitoquelatinas (F5,12 dPC2 = 47.055, p<0.001; F5,12 dPC3 = 613.887, p<0.001; F5,12 dPC4 = 
725.018, p<0.001; F5,12 dPC5 =2101.400, p<0.001), respectivamente.   
 
 
Figura 30. Producción de PCs en las células de C. moewusii en respuesta a 
diferentes concentraciones de cadmio después de 4 días de exposición. Cada barra 
representa la media ± error estándar (n = 3). Las letras minúsculas indican diferencias 
entre tratamientos (p<0.05). Abreviaturas dPCn, desglicil-fitoquelatina; PCn, fitoquelatina; 
n corresponde al número de subunidades.  
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En la Figura 31 se muestran 2 electroferogramas de células de C. moewusii 
expuestas y no expuestas a las concentraciones de cadmio. Se puede observar que en los 
cultivos control sólo se han detectado los compuestos tiólicos Cys, γ-Glu-Cys y GSH, 
mientras que en los electroferogramas obtenidos en los cultivos de C. moewusii 
expuestos a cadmio también se ha detectado síntesis de fitoquelatinas y sus respectivas 
desglicil-fitoquelatinas. 
  
 
 
Figura 31. Ejemplo de electroferogramas obtenidos del extracto crudo de células de 
C. moewusii expuestas a: 0 y 4 mg Cd(II)/L al 4º día de cultivo. Abreviaturas: Cys, cisteína;  
-glu-cys, -glutamil-cisteína; GSH, glutatión reducido; dPCn, desglicil-fitoquelatina; PCn, 
fitoquelatina; n corresponde al número de subunidades. 
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4.6. Estudio de la producción de compuestos tiólicos de bajo peso 
molecular en la microalga Chlamydomonas moewusii Gerloff 
expuesta a diversas concentraciones de cadmio y de sulfato de 
sodio 
4.6.1. Diseño experimental 
A partir de experiencias realizadas de la misma manera que en la sección 3.7., se 
recogieron alícuotas de cada cultivo al 4º día de ensayo. La recogida de la biomasa y su 
posterior extracción y derivatización se realizó de la misma manera que en la sección 
3.8.1.. Para la caracterización y cuantificación de los diversos compuestos tiólicos se 
procedió como se describió que en la sección 3.8.2.. 
Se realizó el análisis estadístico de un ANOVA de dos factores para determinar 
si las diferentes concentraciones de sulfato sódico y cadmio en el medio de cultivo 
presentaron un efecto significativo sobre la producción y el contenido de tioles de bajo 
peso molecular de las muestras al 4º día de cultivo. Además, se llevó a cabo una prueba 
post-hoc de Tukey (p<0.05). Ambos análisis estadísticos se realizaron como se indicó 
en la sección 3.10.. 
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4.6.2. Efecto del cadmio y del sulfato de sodio sobre el contenido de compuestos 
tiólicos de bajo peso molecular 
En las Figuras 32 y 33 se muestran la producción de compuestos tiólicos de 
bajo peso molecular en C. moewusii expuesta a diferentes concentraciones de cadmio y 
sulfato de sodio. Los niveles detectados del aminoácido cisteína fueron 
significativamente más altos que los de otros compuestos tiólicos (GSH y γ-Glu-Cys) 
(Figura 32). La concentración de cisteína aumentó con la concentración de cadmio. Los 
valores máximos de este aminoácido se obtuvieron en la concentración de 6 mg 
Cd(II)/L, disminuyendo en la siguiente concentración de cadmio. Además, este 
aminoácido mostró un aumento progresivo con respecto al aumento de la concentración 
de sulfato de sodio, alcanzando valores máximos en concentraciones medias-altas de 
este nutriente (≥0.01 mM) (Figura 32).  
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Figura 32. Producción de Cys, -Glu-Cys y GSH en células de C. moewusii en 
respuesta a diferentes concentraciones de cadmio y de sulfato de sodio después de 4 días de 
exposición. Abreviaturas: Cys, cisteína;  -glu-cys, -glutamil-cisteína; GSH, glutatión 
reducido. * Control sin sulfato de sodio y cadmio.
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El ANOVA de dos vías mostró diferencias estadísticamente significativas en el 
contenido de Cys (p<0.001). A su vez, cada factor individual presentó un efecto 
significativo sobre la biosíntesis de este aminoácido. Identificándose el sulfato de sodio 
como el factor que tuvo más peso en la interacción, siendo el más importante de ambos, 
puesto que el 42.20% (F16,204  = 3781.61, p<0.001) de los tamaños del efecto se debió a 
esta sal, mientras que el 31.74% (F5,204 = 9099.83, p<0.001) correspondió al efecto del 
cadmio (Tabla 17). Además, se pudo demostrar la existencia de interacción entre 
ambos factores puesto que un 25.70% (F80,204  = 460.60, p<0.001) de los tamaños del 
efecto se correspondió con el efecto de dicha interacción (Tabla 17). Es decir, tanto el 
sulfato de sodio como el cadmio estimularon la síntesis de este aminoácido influyendo 
directamente en el contenido intracelular de éste (Figura 32). Además, el test de Tukey 
mostró diferencias significativas (p<0.05) en los niveles de Cys en relación con las 
diferentes concentraciones de cadmio y sulfato de sodio empleadas (p<0.05). 
Los niveles de γ-Glu-Cys se mostraron inferiores a los del resto de tioles y no 
variaron en relación con las concentraciones de cadmio ensayadas (Figura 32); pero en 
cambio, sí que lo hicieron en relación a las concentraciones de sulfato de sodio, 
presentando un incremento al aumentar las concentraciones de esta sal. En cultivos sin 
cadmio, este compuesto alcanzó un nivel máximo cuando la concentración de sulfato 
sódico fue de 0.1 mM, permaneciendo constante a partir de esta concentración. Además, 
el efecto de interacción entre los dos factores fue inexistente, ya que el sulfato de sodio 
presentó un papel estimulador en la síntesis de este dipéptido y el cadmio no influyó en 
su contenido ni condicionó el efecto del sulfato de sodio (Figura 32). El ANOVA de 
dos vías mostró que el sulfato de sodio fue el factor que tuvo más peso con un 92.83% 
(F17,216  = 141.926, p<0.001), mientras que el cadmio no tuvo un efecto significativo 
sobre la síntesis de este compuesto, con un tamaño del efecto de solo 0.01% (F5,216  = 
0.050, p = 0.995). En la síntesis de γ-Glu-Cys no se obtuvo interacción significativa 
entre ambos factores (F85,216  = 0.082, p = 1.000) (Tabla 17).  
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Sin embargo, la síntesis de GSH se vio influenciada por la acción de ambos 
factores (p<0.001) según el resultado del ANOVA de dos vías. Un 74.32% (F5,216  = 
10540.70, p<0.001) se pudo explicar como efecto del cadmio, seguido del sulfato de 
sodio con un 16.69% (F17,216  = 739.80, p<0.001) (Tabla 17). Además, se observó la 
existencia de interacción entre ambos factores con un tamaño del efecto de 8.71% 
(F85,216  = 77.174, p<0.001) (Tabla 17), Tanto el sulfato de sodio como el cadmio 
estimularon la síntesis de este importante tripéptido (Figura 32). El test de Tukey 
mostró diferencias significativas (p<0.05) en los niveles de GSH en relación con la 
exposición de ambos factores. Los niveles de GSH disminuyeron ligeramente con el 
aumento de la concentración de cadmio para una determinada cantidad de sulfato de 
sodio. Por el contrario, la cantidad de GSH presentó un aumento significativo con el 
aumento de las concentraciones de sulfato de sodio. En los cultivos sin cadmio (Figura 
32), este compuesto alcanzó un nivel máximo cuando la concentración de sulfato de 
sodio en el medio de cultivo fue a su vez de 0.1 mM. La cantidad de GSH también 
permaneció constante a partir de dicha concentración.  
 En la Figura 33 se representa el contenido de la síntesis de fitoquelatinas (PCs) 
en C. moewusii en respuesta a diferentes concentraciones de cadmio y de sulfato de 
sodio después de 4 días de exposición. Atendiendo a los resultados obtenidos, se 
observó que las PCs fueron los compuestos tiólicos más abundantes en los cultivos 
expuestos a cadmio. De la misma manera, como se observó anteriormente en la Figura 
30, se identificaron en los cultivos tratados con este metal PCs de hasta cinco 
 
Tabla 17. Tamaño del efecto del sulfato de sodio y del cadmio sobre la biosíntesis de 
los compuestos tiólicos de C. moewusii después de 4 días de cultivo. 
 Tamaño del Efecto (%) 
Factor Cys -Glu-Cys GSH PCs Totales 
Cadmio 31.74** 0.01
§
 74.32** 29.78** 
Sulfato de sodio 42.20** 92.83** 16.69** 44.09** 
Cadmio * Sulfato de sodio 25.70** 0.21
§
 8.71** 26.13** 
Error 0.14 6.95 0.29 0.00 
§
 No significativo (p>0.05), ** p<0.001.
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subunidades y sus respectivas desglicil-fitoquelatinas (dPCs) (Figura 33). Cabe 
destacar, que las PCs no se detectaron en los cultivos control sin dicho metal. Los 
cultivos tratados con cadmio mostraron un aumento en los niveles de PCs relacionado 
con el aumento en la concentración del metal, excepto en la concentración más alta (8 
mg Cd(II)/L). Aunque el cadmio fue claramente el inductor de la síntesis de PCs en C. 
moewusii, la cantidad sintetizada fue dependiente, en gran medida, de la concentración 
de sulfato de sodio presente en el medio. Con el aumento de la concentración de este 
compuesto, la cantidad de PCs fue mayor para una misma concentración de metal 
(Figuras 33 y 34). El mayor contenido en PCs se detectó en la combinación de 4 mg 
Cd(II)/L y 1 mM sulfato sódico que se correspondió con el valor más alto de la EC50 
obtenido (Figura 28). Además, el contenido total de tioles aumentó con el progresivo 
aumento de las concentraciones de cadmio y sulfato de sodio (Figuras 33 y 34). Sin 
embargo, esta tendencia se invirtió cuando la concentración de este metal fue demasiado 
alta, reduciéndose el contenido total de tioles sintetizado por la microalga. El contenido 
más alto en tioles totales se observó en cultivos expuestos a 4 y 6 mg Cd(II)/L y que 
contuvieron las concentraciones de sulfato de sodio más altas ensayadas. 
El análisis estadístico de ANOVA de dos vías mostró diferencias 
estadísticamente significativas en el contenido de PCs (p<0.001). Cada factor individual 
presentó un efecto significativo sobre la producción de PCs en las células de esta 
microalga. En concreto, el sulfato de sodio se identificó como el factor que tuvo más 
peso de ambos, ya que el 44.09% (F17,216 = 5749447.463, p<0.001) de los tamaños del 
efecto se debió a esta sal y el 29.78% (F5,216 = 13203756.963,  p<0.001) se debió a la 
acción del metal (Tabla 17). Asimismo, se demostró la existencia del efecto interactivo 
entre ambos factores sobre el contenido de PCs totales, con un 26.13% (F85,216 = 
681336.849, p<0.001) de los tamaños del efecto (Tabla 17). Por lo tanto, ambos 
compuestos se encontraron relacionados con la estimulación biosintética de PCs. El 
cadmio indujo la síntesis de estos compuestos tiólicos, los cuales a su vez se vieron 
favorecidos por el incremento de la concentración del sulfato de sodio. El test de Tukey 
mostró diferencias significativas (p<0.05) en los niveles de PCs en relación con las 
diferentes concentraciones de cadmio y sulfato de sodio empleadas. 
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Figura 33. Producción de PCs en las células de C. moewusii en respuesta a 
diferentes concentraciones de cadmio y de sulfato de sodio después de 4 días de exposición. 
Abreviaturas dPCn, desglicil-fitoquelatina; PCn, fitoquelatina; n corresponde al número de 
subunidades. * Control sin sulfato de sodio y cadmio.
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 En la Figura 35 se puede ver cuatro ejemplos de electroferogramas obtenidos a 
partir de extractos de esta microalga en ausencia de cadmio y expuesta a combinaciones 
de cadmio y de sulfato de sodio a los largo de 4 días de exposición. Las fitoquelatinas 
(PCs) solamente se detectaron en los cultivos con presencia de cadmio. Además, como 
se observa en la Figura 35, el tamaño de los picos detectados, correspondientes con la 
cantidad de cada fitoquelatina, también fue mayor con el aumento de la concentración 
de sulfato de sodio. En C. moewusii se identificaron PCs en el rango de dos a cinco 
subunidades y sus respectivos desglicil-fitoquelatinas (dPCs). 
  
 
 
Figura 34. Gráficos 3D que muestran el contenido total de fitoquelatinas 
sintetizadas por C. moewusii dependiendo de la concentración de cadmio y sulfato de sodio 
después de 4 días de crecimiento.
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4.7. Estudio de la interacción toxicológica entre el cadmio y el sulfato 
de sodio en la microalga Chlamydomonas moewusii Gerloff 
4.7.1. Diseño experimental 
El estudio de la interacción toxicológica entre el cadmio y el sulfato se llevó a 
cabo mediante un método isobolográfico, como se describe en detalle en la sección 3.9.. 
Los ensayos se llevaron a cabo en botellas de vidrio Pyrex
TM 
de 250 mL con 
adición de medio de cultivo Bristol Modificado. La modificación del medio consistió en 
la eliminación del EDTA y de todos los compuestos azufrados (sustituyendo todos los 
sulfatos por cloruros). Las condiciones de cultivo son las mencionadas inicialmente en 
la sección 3.1.3.. Los inóculos para todos los experimentos se toman de cultivos stock 
de Chlamydomonas moewusii en fase logarítmica, siendo recepada periódicamente con 
medio de cultivo libre de sulfato. Este cultivo permaneció en ausencia de sulfato a lo 
largo de 21 días.  
Todos los procedimientos se realizaron bajo condiciones asépticas de 
manipulación y transferencia. La densidad celular inicial en los ensayos fue de 4x10
5
 
células/mL. 
Para la realización del método isobolográfico, los experimentos se dividieron en 
dos bloques, uno a concentraciones sub-óptimas de sulfato de sodio (<14.2 mg/L) y otro 
bloque a concentraciones supra-óptimas (>14.2 mg/L) con un periodo de duración de 4 
días de exposición. Esta división se escogió porque los resultados obtenidos 
anteriormente (sección 4.4.) con esta microalga mostraron que la concentración óptima 
de sulfato de sodio fue de 14.2 mg/L (0.1 mM). Ambos bloques de experimentos, 
concentraciones sub-óptimas y supra-óptimas de sulfato de sodio, se realizaron de la 
misma manera, asignando cinco grupos de experimentos constituidos por diferentes 
proporciones (proporción fija) de sulfato de sodio y de cadmio a cada uno de los dos 
bloques.  
La Tabla 18 muestra las concentraciones nominales que se utilizan en cada 
grupo de experimentos para el bloque de concentraciones subóptimas de sulfato de 
sodio. Los grupos A y E se utilizan para determinar la EC50 de los compuestos 
individuales. Estas determinaciones se realizan como se indicó anteriormente (sección 
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3.7.). El grupo A es establecido con una concentración mínima de sulfato de sodio (0.04 
mg/L) en la que el crecimiento permite el cálculo significativo de la EC50 del cadmio. 
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Tabla 18. Concentraciones nominales de cadmio (II) y sulfato de sodio que se 
utilizaron para determinar la interacción en la región de concentraciones sub-óptimas de 
sulfato de sodio. Las proporciones fijas son combinaciones de los valores de EC50 obtenidos 
individualmente para ambas sustancias químicas. 
Grupo 
Sub-optimo 
[Cd(II)] 
(mg/L) 
[Na2SO4] 
(mg/L) 
Proporción fija 
(Cadmio:Sulfato de sodio) 
A 
0.01 0.04 - 
0.02 0.04 - 
0.05 0.04 - 
0.08 0.04 - 
0.10 0.04 - 
0.25 0.04 - 
0.50 0.04 - 
B 
0.29 1.64 2:1 
0.15 0.82 2:1 
0.07 0.41 2:1 
0.04 0.20 2:1 
0.02 0.10 2:1 
0.01 0.05 2:1 
C 
0.88 9.46 1:1 
0.44 4.73 1:1 
0.22 2.36 1:1 
0.11 1.18 1:1 
0.06 0.59 1:1 
0.03 0.30 1:1 
D 
0.15 3.09 1:2 
0.07 1.55 1:2 
0.04 0.77 1:2 
0.02 0.39 1:2 
0.01 0.19 1:2 
0.01 0.10 1:2 
E 
0.00 0.04 - 
0.00 0.10 - 
0.00 0.15 - 
0.00 0.30 - 
0.00 0.70 - 
0.00 1.50 - 
0.00 3.50 - 
0.00 7.00 - 
0.00 14.20 - 
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De la misma manera, en la Tabla 19 se muestran las concentraciones nominales 
que se utilizan para cada grupo de experimentos en el bloque de concentraciones supra-
óptimas de sulfato de sodio. Los grupos A y E también se utilizan para determinar la 
EC50 de los compuestos individuales y en este caso, el grupo A se establece con la 
concentración óptima de sulfato de sodio (14.2 mg/L). 
Las concentraciones de los grupos B, C y D en ambos bloques se obtienen 
utilizando diferentes proporciones (2:1, 1:1, 1:2) de los valores de EC50 que se obtienen 
a partir de los compuestos individuales en sus respectivos bloques, como se explica a 
continuación. Cada grupo de experimentos se lleva a cabo por triplicado. En total, se 
utilizan 68 tratamientos que al ser por triplicado son 204 cultivos. 
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Tabla 19. Concentraciones nominales de cadmio (II) y sulfato de sodio que se 
utilizaron para determinar la interacción en la región de concentraciones supra-óptimas de 
sulfato de sodio. Las proporciones fijas son combinaciones de los valores de EC50 obtenidos 
individualmente para ambas sustancias químicas. 
Grupo 
Supra-óptimo 
 
[Cd(II)] 
(mg/L) 
[Na2SO4] 
(mg/L) 
Proporción fija 
(Cadmio:Sulfato de sodio) 
A 
0.00 14.20 - 
0.50 14.20 - 
1.00 14.20 - 
2.00 14.20 - 
4.00 14.20 - 
6.00 14.20 - 
8.00 14.20 - 
B 
8.26 1733.69 2:1 
4.13 866.85 2:1 
2.07 433.42 2:1 
1.03 216.71 2:1 
0.52 108.36 2:1 
0.26 54.18 2:1 
C 
6.20 2572.13 1:1 
3.10 1286.06 1:1 
1.55 643.03 1:1 
0.78 321.52 1:1 
0.39 160.76 1:1 
0.19 80.38 1:1 
D 
4.13 3410.57 1:2 
2.07 1705.28 1:2 
1.03 852.64 1:2 
0.52 426.32 1:2 
0.26 213.16 1:2 
0.13 106.58 1:2 
E 
0.00 14.20 - 
0.00 35 - 
0.00 70 - 
0.00 300 - 
0.00 700 - 
0.00 1400 - 
0.00 3500 - 
0.00 7000 - 
0.00 20000 - 
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El isobolograma se construye utilizando un método estándar (Tallarida, 1992). 
Los valores de EC50 de cadmio y sulfato de sodio individuales se representan en los ejes 
X e Y, respectivamente. La línea recta que une estos valores se denomina 
frecuentemente como la línea de aditividad de Loewe o de aditividad teórica. Todos los 
puntos de esta línea representan el par de concentraciones de aditivos teóricos para los 
compuestos administrados conjuntamente que producen el mismo nivel de efecto (en 
este caso la EC50) que los compuestos administrados solos. Estas concentraciones de 
adición teóricas (Zad) para cada combinación en la misma proporción de componentes 
(2:1, 1:1, 1:2) se calculan a partir de las concentraciones de EC50 de los compuestos 
individuales de acuerdo con la ecuación descrita por Tallarida (1992), pero con una 
modificación que viene expresada en la Ecuación 12: 
             (   )  (                    )                           (12) 
donde        es la concentración de cadmio correspondiente con la EC50, 
           es la EC50 de sulfato de sodio,           es la concentración mínima de 
sulfato de sodio utilizada en cada bloque de experimentos y   es la fracción de EC50 de 
cadmio en la combinación.   es igual a un tercio en la combinación 1:2, 1/2 en la 
combinación 1:1 y 2/3 en la combinación 2:1. Por ejemplo, la combinación 1:2 se 
compone de un tercio de la EC50 de cadmio y 2/3 de la EC50 de sulfato de sodio. La 
introducción del término           se debe a que es necesaria una concentración 
mínima de sulfato de sodio para llevar a cabo los experimentos y así poder calcular la 
EC50 de cadmio en el rango de concentraciones sub-óptimas. Este valor mínimo se 
establece en 0.04 mg sulfato de sodio/L. 
Se preparan cinco concentraciones a partir de cada mezcla que corresponde al 
valor de la EC50 teórica de cada combinación de proporción fija (2:1, 1:1, 1:2, grupos B, 
C y D, respectivamente) (Tabla 18 y 19) manteniendo la proporción de componentes 
constante. Dos de estas concentraciones se corresponden con el doble y el cuádruple de 
ese valor de la EC50, y tres concentraciones se corresponden con 1/2, 1/4 y 1/8 de ese 
valor. El conjunto de esas cinco concentraciones son analizadas bajo condiciones de 
crecimiento estándar de la microalga para proporcionar curvas de dosis-respuesta y una 
EC50 para cada componente en la combinación. La concentración experimental (ZExp) es 
la concentración total de ambos componentes en la combinación que produce este efecto 
de EC50. Estos valores experimentales se obtienen a partir de tres combinaciones de la 
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proporción fija ensayadas, que causan el efecto de EC50, se representaron frente a la 
línea de aditividad teórica y se comparan con los valores teóricos de aditividad (Zad) que 
se obtienen con la Ecuación 11 para cada una de las tres combinaciones ensayadas. Se 
considera que cuando el punto cae por debajo de la línea de aditividad, la mezcla es 
sinérgica; y por el contrario, cuando éste cae encima de la línea, la combinación es 
antagónica. 
El índice de interacción, denotado por , se calcula por la relación isobolar que 
viene expresada en la Ecuación 13: 
           ⁄               ⁄                                                                  (13) 
donde        y            son las concentraciones de cadmio y sulfato de 
sodio individuales que producen el efecto específico (EC50), y [a] y [b] son las 
concentraciones relativas de cadmio y sulfato de sodio en sus combinaciones que 
producen este mismo efecto. Si = 1 la interacción es aditiva, si <1 es super-aditiva 
(sinérgica) y si > 1 es sub-aditiva (antagónica). 
Después de 4 días de cultivo, el crecimiento se determinó como se describió 
anteriormente (sección 3.4.).  
El análisis estadístico de los datos se realizó utilizando la prueba t de Student 
para muestras independientes con la finalidad de comparar la significación entre los 
valores de EC50 aditivos teóricos y EC50 experimentales en el análisis isobolográfico. 
Este análisis se realizó como se describe en la sección 3.10.. 
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4.7.2. Estudio de la interacción a concentraciones sub-óptimas de sulfato de sodio 
4.7.2.1. Efectos individuales del sulfato de sodio y del cadmio 
En la Tabla 18 ya se mostraron las concentraciones nominales de cadmio (II) y 
de sulfato de sodio que se utilizaron para determinar la interacción en el rango de 
concentraciones sub-óptimas de sulfato de sodio (0.04 y 14.2 mg/L). En la Figura 36 se 
muestra la curva dosis-respuesta para el caso concreto del sulfato de sodio administrado 
individualmente (sin cadmio) (Tabla 18, grupo E), se observa que a medida que 
aumenta la dosis de sulfato sódico se produce una clara disminución del porcentaje de 
inhibición del crecimiento con respecto a la concentración óptima. La EC50/4d obtenida a 
partir de una curva de dosis-respuesta fue de 1.14 ± 0.05 mg de sulfato de sodio/L. Es 
 
 
Figura 36. Curva dosis-respuesta para el sulfato de sodio a concentraciones sub-
óptimas (<14.2 mg/L) en las células de C. moewusii después de 4 días de crecimiento. La 
línea discontinua indica el valor de la EC50/4d. Cada punto de datos representa la media ± 
error estándar (n = 3).
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decir, que una concentración de 1.14 mg de sulfato de sodio/L permitió alcanzar la 
mitad del crecimiento alcanzado en los cultivos con la concentración óptima de este 
compuesto.  
Por otra parte, cuando el cadmio se administró individualmente en 
concentraciones que oscilaron entre 0 y 6 mg/L (con una sola concentración de sulfato 
de sodio de 0.04 mg/L) (Tabla 18, grupo A) se obtuvo un valor para la EC50/4d de 0.11 ± 
0.02 mg Cd(II)/L sobre el crecimiento de esta microalga (Figura 37). 
  
 
 
Figura 37. Curva dosis-respuesta para la inhibición del crecimiento de C. moewusii 
después de 4 días de exposición a diferentes concentraciones de cadmio (II) y con una 
concentración de sulfato de sodio de 0.04 mg/L. La línea discontinua indica el valor de la 
EC50/4d. Cada punto de datos representa la media ± error estándar (n = 3).
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4.7.2.2. Efecto combinado del cadmio y del sulfato de sodio en la microalga C. 
moewusii obtenido mediante el método isobolográfico 
En la Figura 38 se representan los valores de EC50/4d obtenidos anteriormente 
para ambos compuestos individuales (A y E) y que se utilizaron en la construcción del 
isobolograma. El análisis isobolográfico de la interacción se basó en probar tres 
combinaciones diferentes (proporciones fijas) de ambos compuestos que produzcan el 
mismo efecto teórico (en este caso la EC50/4d) y comparando mediante la prueba t de 
Student para muestras independientes o desapareadas (p<0.05) estos valores aditivos 
teóricos y los valores de EC50/4d obtenidos experimentalmente para dichas 
combinaciones. El análisis isobolográfico reveló que las mezclas de sulfato de sodio a 
concentraciones sub-óptimas y cadmio (II) ejercieron una fuerte interacción antagonista. 
Los valores de la EC50/4d obtenidos experimentalmente en las combinaciones (Bexp, Cexp, 
Dexp) para las tres proporciones fijas fueron significativos (p<0.01 y p<0.001) por 
encima de la línea de aditividad de Loewe en el isobolograma (Figura 38). Tales 
efectos antagonistas se confirmaron posteriormente con el índice de interacción (), con 
valores significativamente >1, concretamente entre 1.46 y 3.4 (Tabla 20). Estos valores 
mostraron que la interacción antagonista era alta en el intervalo de concentraciones sub-
óptimas de sulfato de sodio con un fuerte efecto antagonista obtenido en la combinación 
 
Tabla 20. Resumen del análisis isobolográfico de la interacción entre el cadmio (II) y 
sulfato de sodio de las tres proporciones fijas ensayadas y para los dos rangos de 
concentraciones de sulfato de sodio. 
Rango de 
concentraciones de 
sulfato de sodio 
Proporción 
Fija 
EC50/4d  
Teórica 
EC50/4d 
Experimental 
Índice de 
Interacción 
Sub-óptima 
(<14.2 mg/L) 
B(2:1) 0.48 ± 0.15 1.60 ± 0.17*** 3.40 ± 0.35 
C(1:1) 0.65 ± 0.13 1.40 ± 0.11*** 2.21 ± 0.17 
D(1:2) 0.81 ± 0.10 1.17 ± 0.02** 1.46 ± 0.03 
Supra-óptima 
(>14.2 mg/L) 
B(2:1) 435.49 ± 83.05 231.36 ± 28.72* 0.54 ± 0.07 
C(1:1) 644.58 ± 82.25 386.18 ± 51.22* 0.60 ± 0.08 
D(1:2) 853.67 ± 81.45 542.92 ± 5.74* 0.64 ± 0.01 
Los datos se presentan como valores de EC50/4d (mg/L) ± error estándar. El análisis estadístico se 
realizó con el test de t de Student *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001 frente a los respectivos grupos de 
aditividad teórica.
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2:1. De este resultado se deduce que la presencia de concentraciones crecientes de 
sulfato de sodio mitigó el efecto tóxico del cadmio. De hecho, cuando la concentración 
de sulfato de sodio fue de sólo 0.04 mg/L la EC50/4d para el cadmio fue de 0.01 ± 0.02 
mg Cd(II)/L; mientras que, cuando la concentración de sulfato de sodio fue la óptima 
(14.2 mg/L), este valor se incrementó hasta 3.1 ± 0.21 mg Cd(II)/L. 
  
 
 
Figura 38. Análisis isobolográfico de la interacción entre el cadmio (II) y el sulfato 
de sodio a concentraciones sub-óptimas. En la figura se representan la EC50/4d individual 
(■), el valor teórico calculado de EC50/4d (Zad) para cada proporción fija (2:1, 1:1, 1:2; Bad,, Cad 
y Dad, respectivamente) (○) y sus correspondientes valores experimentales de EC50/4d (Bexp, 
Cexp y Dexp) (●). Las barras horizontales y verticales indican el error estándar de la media. 
Los valores de Zexp fueron significativamente diferentes de Zad (**p<0.01, ***p<0.001), lo 
que indica una fuerte interacción antagónica para las tres combinaciones estudiadas.
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4.7.3. Estudio de la interacción a concentraciones supra-óptimas de sulfato de 
sodio 
4.7.3.1. Efectos individuales del sulfato de sodio y del cadmio en la microalga C. 
moewusii 
En la Tabla 19 (sección 4.7.1.) se mostraron las concentraciones nominales de 
cadmio (II) y de sulfato de sodio que se utilizaron para determinar la interacción, en este 
caso, a concentraciones supra-óptimas de sulfato de sodio. En el caso concreto del 
sulfato de sodio administrado individualmente sin cadmio (Tabla 19, grupo E) y en 
concentraciones por encima de la óptima, se produjo una clara disminución en la 
densidad celular final de los cultivos, y por lo tanto, un aumento del porcentaje de 
inhibición del crecimiento con respecto a la concentración óptima. La EC50/4d obtenida a 
 
 
Figura 39. Curva dosis-respuesta para el sulfato de sodio a concentraciones supra-
óptimas (>14.2 mg/L) en las células de C. moewusii después de 4 días de crecimiento. La 
línea discontinua indica el valor de la EC50/4d. Cada punto de datos representa la media ± 
error estándar (n = 3).
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partir de una curva de dosis-respuesta fue de 1271.86 ± 79.27 mg/L de sulfato de sodio 
(Figura 39). En este caso concreto el sulfato de sodio se comportó como un compuesto 
tóxico. 
En el caso del cadmio administrado individualmente en concentraciones que 
oscilaron entre 0 y 8 mg/L (pero en este caso con una concentración de sulfato de sodio 
de 14.2 mg/L) (Tabla 19, grupo A), se obtuvo una EC50/4d de 3.1 ± 0.21 mg Cd(II)/L 
para el crecimiento de esta microalga (Figura 40). Se estableció como referencia la 
concentración óptima de sulfato de sodio (14.2 mg/L), ya que ésta fue la concentración 
mínima de este compuesto en este rango.  
 
 
Figura 40. Curva dosis-respuesta para la inhibición del crecimiento de C. moewusii 
después de 4 días de exposición a diferentes concentraciones de cadmio (II) y con una 
concentración de sulfato de sodio de 14.2 mg/L. La línea discontinua indica el valor de la 
EC50/4d. Cada punto de datos representa la media ± error estándar (n = 3).
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4.7.3.2. Efecto combinado del cadmio y del sulfato de sodio en la microalga C. 
moewusii obtenido mediante el método isobolográfico 
En la Figura 41 se muestra el isobolograma obtenido, siendo los puntos A y E 
los correspondientes a las EC50/4d de ambos compuestos administrados de forma 
individual y que determinan la línea de aditividad. 
El análisis isobolográfico de la interacción basado en tres combinaciones 
diferentes sobre esta línea de aditividad, reveló que las mezclas de sulfato de sodio a 
 
 
Figura 41. Análisis isobolográfico de la interacción entre el cadmio (II) y el sulfato 
de sodio a concentraciones supra-óptimas. En la figura se representan la EC50/4d individual 
(■), el valor teórico de EC50/4d calculado (Zad) para cada proporción fija (2:1, 1:1, 1:2; Bad,, Cad 
y Dad, respectivamente) (○) y sus correspondientes valores experimentales de EC50/4d (Bexp, 
Cexp y Dexp) (●). Las barras horizontales y verticales indican el error estándar de la media. 
Los valores de Zexp fueron significativamente diferentes de Zad (*p<0.05), lo que indica una 
interacción sinérgica para las tres combinaciones estudiadas.
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concentraciones supra-óptimas y cadmio (II) mostraron un efecto sinérgico entre ambas 
sustancias químicas. Los valores de la EC50 obtenidos experimentalmente en las 
combinaciones (Bexp, Cexp, Dexp) para las tres proporciones fijas fueron 
significativamente (p<0.05) más bajos que los esperados en una interacción aditiva 
puramente teórica (Bad, Cad, Dad). Además, tal efecto sinérgico se confirmó 
posteriormente con el índice de interacción (), con valores significativamente <1, 
concretamente entre 0.54 y 0.64 (Tabla 20). Las concentraciones supra-óptimas de 
sulfato de sodio ensayadas aumentaron el efecto tóxico del cadmio a través de un efecto 
sinérgico entre ambos compuestos químicos. En este caso, estos valores manifestaron 
que la interacción sinérgica fue menor que en el caso de la interacción antagonista 
(Figura 38) observada a concentraciones sub-óptimas de sulfato de sodio y con valores 
más cercanos a 1. El efecto antagónico entre el cadmio y sulfato de sodio puede 
considerarse más fuerte que el efecto sinérgico. 
Sin embargo, es necesario señalar que en los experimentos del análisis 
isobolográfico, al mismo tiempo que la concentración de sulfato de sodio varió, también 
se produjo una variación en la fuerza iónica del medio desde un valor de 7.79 mM en la 
concentración de sulfato de sodio de 14.2 mg/L hasta un valor de 51.4 mM en la 
concentración de 3410.57 mg/L. Por lo tanto, este efecto sinérgico puede ser debido no 
sólo a la variación de sulfato, sino también a la variación de la fuerza iónica del medio. 
Precisamente, para determinar la causa de este efecto se realizó el experimento 
siguiente. 
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4.8. Influencia de diferentes concentraciones de sulfato de sodio con 
la misma fuerza iónica inicial sobre el efecto tóxico del cadmio en 
la microalga Chlamydomonas moewusii Gerloff 
4.8.1. Diseño experimental 
Para estudiar el efecto del ion sulfato y descartar el efecto salino del sulfato de 
sodio sobre la toxicidad del cadmio en la microalga C. moewusii se ideó un diseño 
experimental que consistió en emplear diferentes concentraciones de sulfato y de 
cadmio manteniendo la misma fuerza iónica inicial del medio de cultivo. 
Los ensayos se llevaron a cabo en botellas de vidrio Pyrex
TM 
de 500 mL con 
adición de medio de cultivo Bristol Modificado. La modificación del medio consistió en 
la eliminación del EDTA y de los compuestos azufrados. Para esto último se 
sustituyeron todos los sulfatos por cantidades equimoleculares de cloruros. Las 
condiciones de cultivo fueron las mencionadas inicialmente  en la sección 3.1.3.. 
Se realizaron dos series de experimentos, uno con 0 mg Cd(II)/L y otro con 2 mg 
Cd(II)/L con un periodo de duración de 4 días. La fuerza iónica de los medios se calculó 
por medio del software Visual MINTEQ, asumiendo concentraciones de molaridad y 
condiciones ideales. La fuerza iónica teórica utilizada como referencia para estos 
experimentos fue calculada a partir del medio de cultivo que contiene una concentración 
de 10 mM de sulfato, siendo este valor de 37 mM. Las concentraciones de sulfato 
ensayadas fueron 0, 0.0001, 0.00025, 0.0005, 0.001, 0.0025, 0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 
0.1, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 5, 10 mM. 
Previamente, se calculó la fuerza iónica de cada uno de estos medios con Visual 
MINTEQ. Se ajustó la diferencia en la fuerza iónica teórica con respecto al cultivo de 
referencia mediante la adición de cloruro de sodio, empleando para ello un volumen 
apropiado de la solución stock de cloruro de sodio de 2.5 mM. De esta manera se logra 
el mismo valor de fuerza iónica en todos los cultivos, siendo este valor equivalente al 
del cultivo de referencia. El pH se midió experimentalmente para verificar que todos los 
cultivos tenían el mismo pH, siendo el valor medio obtenido para todos los cultivos de 
6.3 ± 0.1. 
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El inóculo para todos los experimentos se tomó de cultivos stock de 
Chlamydomonas moewusii en fase logarítmica, que se encontraban en un medio de 
cultivo libre de sulfato, durante 21 días. Todos los procedimientos se realizaron bajo 
condiciones asépticas de manipulación y transferencia. La densidad celular inicial fue 
de 4x10
5 
células/mL. 
El crecimiento se determinó como se describió anteriormente (sección 3.4.).  
El análisis estadístico de los datos para determinar si existe un efecto 
significativo sobre la toxicidad del cadmio de las diferentes concentraciones de sulfato, 
pero con la misma fuerza iónica inicial, consistió en la realización de un ANOVA de 
dos vías y un test de Tukey como se describió en la sección 3.10..  
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4.8.2. Efecto sobre la toxicidad del cadmio de las diferentes concentraciones de 
sulfato a la misma fuerza iónica. 
En la Figura 42 se muestra la respuesta de la microalga a diferentes 
concentraciones de sulfato con la misma fuerza iónica inicial (37 mM) después de 4 días 
de cultivo y con 0 y 2 mg Cd(II)/L. Se puede observar que al igual que se obtuvo en la 
sección 4.2, cuando en el medio no hay cadmio (Figura 42, a) y con concentraciones 
sub-óptimas de sulfato, la densidad final del cultivo se incrementó con el aumento de la 
concentración de sulfato en el medio. Sin embargo, la densidad celular en 
concentraciones supra-óptimas se mantuvo constante a pesar del incremento en la 
concentración de este anión. Por lo tanto, el rango de concentraciones ensayadas del ion 
sulfato (hasta 10 mM) no mostró ningún efecto tóxico en la densidad final de C. 
moewusii, atribuyéndose este efecto al aumento de la fuerza iónica del medio de cultivo. 
Sin embargo, este resultado fue diferente cuando en el medio de cultivo se 
ensayaron 2 mg Cd(II)/L (Figura 42, b). En el rango supra-óptimo de concentraciones 
de sulfato, la densidad celular final disminuyó a medida que la concentración del ion 
sulfato aumentó. El ANOVA y test de Tukey mostró diferencias estadísticamente 
significativas en la densidad celular final en relación con el ion sulfato (F17,72 = 
115.877, p<0.001) como para el cadmio  (F1,72 = 314.923, p<0.001) y para la 
interacción entre ambos factores (F17,72 = 5.337, p<0.001) al 4º día de ensayo.  
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Figura 42. Efecto de diferentes concentraciones de sulfato con la misma fuerza 
iónica inicial y con 0 mg Cd(II)/L (a) y 2 mg Cd(II)/L (b) sobre la densidad final de células de 
C. moewusii después de 4 días de cultivo. Cada barra representa la media ± error estándar 
(n = 3). El eje X no está a escala. Letras diferentes indican valores significativamente 
diferentes en p<0.05.
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La Figura 43 muestra la proporción de las principales especies de cadmio 
determinadas en las condiciones de cultivo empleadas en este trabajo y que ya fueron 
reflejadas en la Tabla 9. En la realización de este gráfico se empleó, como representante 
para cada proporción fija ensayada en el isobolograma, las concentraciones de ambos 
factores correspondientes a los valores de EC50/4d de las combinaciones obtenidas 
experimentalmente (Bexp, Cexp, Dexp). Se puede observar que la las formas dominantes 
(>95%) obtenidas en la especiación de cadmio en el medio fueron Cd
2+
, CdHPO4, 
CdCl
+
 y los complejos de Cd-SO4. En las concentraciones sub-óptimas de sulfato de 
sodio predominaron las especies Cd
2+ 
y CdHPO4. Por el contrario, en la región supra-
óptima de sulfato de sodio aparecieron dos especies de cadmio, CdSO4 (aq) 
 
 
Figura 43. Principales fracciones de cadmio (%) para cada proporción fija 
(Cadmio:Sulfato de sodio) ensayada a concentraciones sub-óptimas y supra-óptimas de 
sulfato de sodio.
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y   (   ) 
  , que no aparecieron en la región sub-óptima. Es decir, la actividad de los 
complejos de Cd-SO4 aumentó significativamente con el aumento de la concentración 
de sulfato en el medio. Precisamente, el efecto tóxico sinérgico del sulfato y el cadmio 
se localizó en este rango, y por consiguiente, estas especies de cadmio pudieron estar 
relacionadas con el incremento del efecto tóxico observado. 
Así, en la Figura 44 se muestra la simulación del contenido total de las especies 
de cadmio en relación con las concentraciones de sulfato de sodio ensayadas. Se 
observó la aparición significativa de los complejos de sulfato de cadmio a 
concentraciones de sulfato de sodio por encima de la óptima, llegando a superar en 
contenido total al Cd
2+
 libre en el medio.  
 
 
Figura 44. Simulación con Visual MINTEQ para obtener la especiación inicial de 
cadmio en función de la concentración de sulfato de sodio en el medio de cultivo. El eje X no 
está a escala.
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5. Discusión 
Debido a la importancia actual de las microalgas, la optimización de las 
condiciones de cultivo es un aspecto clave para obtener buenos rendimientos y una 
mejor viabilidad económica. Es de sobra conocido que estos microorganismos 
fotosintéticos requieren una serie de macro y micro nutrientes para su adecuado 
crecimiento y desarrollo. En este sentido, el azufre a pesar de ser un nutriente 
importante para las microalgas ha sido menos estudiado en comparación con el resto de 
macronutrientes. Los resultados del presente trabajo, utilizando la microalga 
dulceacuícola C. moewusii, mostraron claramente la influencia del sulfato de sodio 
sobre el crecimiento de las microalgas. 
Aunque el sulfato de magnesio es la forma habitual de adición de sulfato en 
medios de cultivo algales, en nuestro caso se añadió el sulfato en forma de su sal sódica 
con la finalidad de evitar otros posibles efectos derivados del magnesio. De todos 
modos, se llevó a cabo un experimento con sulfato de magnesio para justificar este 
cambio. Como se ve en la Figura 45, en la cual se comparan los crecimientos 
alcanzados con el sulfato de sodio y con el sulfato de magnesio, la cantidad de biomasa 
obtenida en los cultivos con diferentes concentraciones de sulfato de magnesio fue 
siempre inferior a la obtenida en los cultivos con sulfato de sodio. El magnesio es 
también un nutriente importante para las microalgas, por eso el uso de sulfato de 
magnesio en lugar de sulfato de sodio redujo la cantidad de dos nutrientes esenciales 
(magnesio y sulfato) en las concentraciones subóptimas, causando una mayor 
disminución en los parámetros de crecimiento. Esto no ocurrió con el sulfato de sodio, 
ya que todos los cultivos contenían la misma cantidad inicial de magnesio, la habitual 
en los medios de cultivo para las microalgas y, por lo tanto, no limitantes. Sin embargo, 
el valor óptimo de la biomasa se obtuvo en las mismas concentraciones de ambas sales. 
Teniendo esto en cuenta, el diseño experimental con sulfato de sodio fue el más 
adecuado para estudiar los efectos del anión sulfato. 
Además, antes de realizar los experimentos, los cultivos de esta microalga se 
mantuvieron sin sulfato en la solución de cultivo durante 21 días, con el propósito de 
movilizar eficazmente sus reservas intracelulares de azufre y así poder estudiar con 
mayor claridad el efecto de este nutriente. Durante este periodo de tiempo en ausencia 
de azufre, los cultivos permanecieron viables (99.7 ± 0.2% mediante la prueba de 
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diacetato de fluoresceína (Pouneva, 1997), datos no mostrados) para ser empleados en 
los ensayos. Sin embargo, a partir de ese día, la viabilidad comenzó a disminuir 
rápidamente. Por esta razón, para comenzar los experimentos se escogió ese día; puesto 
que al superar los 21 días, la deficiencia de sulfato era demasiado grave. 
 
 
 
Figura 45. Comparación de densidades celulares de cultivos de  C. moewusii 
después de 4 (a) y 11 (b) días de cultivo con sulfato de sodio y con sulfato de magnesio. Cada 
punto representa la media ± error estándar (n = 3). El eje X no está a escala. 
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Cuando se restauraron los niveles de sulfato en los cultivos que permanecieron 
en ausencia de azufre, las células de C. moewusii crecieron en relación a la 
concentración de sulfato de sodio hasta alcanzar el valor óptimo para este parámetro 
(Figura 11). En el presente trabajo con C. moewusii se obtuvo un intervalo óptimo de 
concentraciones de este compuesto que estuvo comprendido entre 0.1-3 mM. Jo et al. 
(2006) optimizaron el crecimiento de la microalga C. reinhardtii y obtuvieron un valor 
de sulfato de 0.79 mM en medio TAP para el crecimiento fotoheterotrófico. Revisiones 
posteriores de suplementación mineral en C. reinhardtii mostraron que una disminución 
en el contenido de sulfato de hasta 0.4 mM no causó síntomas de deficiencia en el 
crecimiento y en la tasa de crecimiento (Kropat et al., 2011). Sin embargo, en el 
presente trabajo con sólo una concentración de 0.1 mM de sulfato de sodio ya se 
alcanzó la producción óptima de la biomasa final de C. moewusii. 
Como ocurre con el resto de macronutrientes, el sulfato se debe considerar mejor 
para optimizar los medios de cultivo microalgales y así alcanzar una alta productividad. 
De hecho, las células de microalgas han demostrado ser muy sensibles a bajos niveles 
de azufre en el medio, exhibiendo rápidas respuestas de aclimatación que se pueden 
observar a diferentes niveles, produciendo modificaciones en las estructuras celulares y 
proteínas con bajo contenido en aminoácidos azufrados (González-Ballester et al., 2010; 
Shibagaki and Grossman, 2008). Así, en la microalga Chlorella sorokiniana al ser 
sometida a condiciones de deficiencia de sulfato, las células mostraron una serie de 
respuestas relacionadas con el metabolismo del azufre que incluyó una disminución en 
la tasa de crecimiento, una reducción en la evolución de O2 fotosintético, un aumento en 
el contenido de almidón y aminoácidos libres (Di Martino Rigano et al., 2000) y una 
disminución en las concentraciones intracelulares de GSH y Cys (Carfagna et al., 2011). 
Otra respuesta observada en microalgas a la privación de azufre es la capacidad para 
reducir la actividad del fotosistema II a la luz y que se correlaciona tanto con la 
disminución de la proteína Rubisco como con la de proteínas de unión a las clorofilas a 
y b, lo que indica que las reacciones de la fotosíntesis en presencia de luz y oscuridad se 
ven afectadas por la deficiencia de azufre (Giordano et al., 2005; Wykoff et al., 1998). 
Finalmente, a nivel genético, la limitación de sulfato en la microalga marina Emiliana 
huxleyi afectó a la expresión de 1718 genes (Bochenek et al., 2013).  
Es evidente que en estas condiciones de deficiencia de azufre, los organismos 
deben adaptar su maquinaria celular para solucionar esta deficiencia. Así, Mosulén et al. 
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(2003) han encontrado en las células de C. reinhardtii, sometidas a un estado de 
deprivación de azufre, un aumento en la tasa de absorción de sulfato, en las actividades 
enzimáticas implicadas en la asimilación de sulfato y en la biosíntesis de cisteína. De 
hecho, la absorción del sulfato está muy regulada en las plantas (Davies and Grossman, 
1998; Hawkesford and Wray, 2000). El primer paso en la utilización de este anión sería 
el transporte específico al interior celular; proceso que se encuentra bien caracterizado a 
nivel fisiológico y funcional (Buchner et al., 2004; Hawkesford, 2003; Saito, 2000). 
Así, ante condiciones deficitarias se produce una respuesta que supone el aumento del 
trasporte y acumulación de las reservas internas de azufre debido a la demanda generada 
por estas condiciones limitantes (Hawkesford, 2000). 
El contenido de clorofilas por célula en la microalga dulceacuícola C. moewusii 
apenas se vio influenciado por la disponibilidad del sulfato en el medio. A diferencia de 
lo que sucede en cultivos deficitarios en nitrógeno, en los cuales existe una reducción en 
el contenido de clorofila por célula (Siaut et al., 2011), esta disminución no se observó 
en cultivos con deficiencia de sulfato de sodio (Figura 14). El contenido de clorofila 
por célula se mantuvo sin diferencias significativas en las concentraciones limitantes de 
sulfato. En cambio, sí se pudo apreciar un ligero incremento significativo en algunas de 
las concentraciones con exceso de sulfato de sodio (10-25 mM). Si tenemos esto en 
cuenta, ante esta situación de estrés, las células de C. moewusii aumentaron el contenido 
de clorofila por célula (Figura 14). Se sabe que la microalga Dunaliella responde a la 
alta salinidad con un aumento de la asimilación fotosintética de CO2 (Liska et al., 2004), 
esta respuesta también podría conducir a un aumento en el contenido de los pigmentos 
fotosintéticos con la finalidad de tolerar esta situación de estrés osmótico mediante el 
incremento en la biosíntesis de osmolitos orgánicos (Gustavs et al., 2010; Meijer et al., 
2001). 
Lo dicho anteriormente está en relación con la limitación de sulfato, es decir a 
concentraciones sub-óptimas; sin embargo, hay que señalar que a partir de la 
concentración de 3 mM de sulfato de sodio se observó el efecto contrario, esta sal 
generó un efecto negativo a concentraciones supra-óptimas (Figura 11). Es decir, desde 
el punto de vista nutricional, este nutriente se encontraría en exceso, no siendo inocuo 
en esta condición. Esta respuesta también se encontró en el musgo acuático Fontinalis 
antipyretica cuando fue expuesto a altas concentraciones de sulfato (hasta 1500 mg/L) 
con el resultado de reducciones significativas en varios parámetros biológicos (Davies, 
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2007). Los efectos negativos de este compuesto parecen ser debidos a la creación de un 
desequilibrio osmótico insostenible entre el organismo acuático y su ambiente. De 
hecho, se sabe que este efecto depende de la dureza del agua (Elphick et al., 2011). C. 
moewusii parece ser bastante sensible a estos cambios, porque tales efectos ya se 
observaron cuando la concentración de sulfato de sodio en el medio fue superior a 3 
mM (Figura 11). 
En general, pocos trabajos con nutrientes para el cultivo de microalgas tienen en 
consideración el exceso en la concentración de macronutrientes empleados en los 
medios. De hecho, para los estudios de crecimiento se emplean habitualmente ajustes 
con modelos de cinética monotónica en las curvas de las tasas de crecimiento obtenidas 
a partir de los datos experimentales. Sin embargo, no se tiene en cuenta que el empleo 
de modelos cinéticos no monotónicos proporcionarían resultados más precisos desde el 
punto de vista fisiológico que los modelos de cinética monotónica tradicionales. Un 
exceso nutricional puede contribuir a un efecto negativo sobre el crecimiento y su 
cinética. Debido a este motivo, en el presente trabajo el ajuste de las curvas de la tasa de 
crecimiento de C. moewusii se realizó con modelos cinéticos no monotónicos. De 
hecho, el modelo de Monod se ha utilizado para describir la cinética de saturación para 
el crecimiento del fitoplancton con limitación de nutrientes en diversos estudios de 
campo y de laboratorio, pero no por ello exento de críticas (Flynn, 2003, 2005; Morel, 
1987). A menudo, los modelos de tipo Monod se emplean en simulaciones de 
crecimiento donde la complejidad se debe mantener al mínimo. Sin embargo, los datos 
obtenidos en el presente trabajo mostraron que la tasa de crecimiento de estas células 
microalgales en relación con la concentración de sulfato de sodio se rigió mejor por los 
modelos no monotónicos, es decir, modelos de inhibición acompetitiva o no competitiva 
(Figuras 12 y 13). 
En el modelo de Monod, la tasa de crecimiento está relacionada con la 
concentración de un sustrato limitante y con la capacidad propia de crecimiento del 
microorganismo, el cual crecerá a la tasa máxima una vez que se alcanza la 
concentración óptima del sustrato limitante. No obstante, este modelo es insatisfactorio 
para explicar la inhibición del crecimiento de los microorganismos en altas 
concentraciones de sustrato. Como se observa en las Figuras 12 y 13, una hipérbola 
rectangular no constituye el ajuste más adecuado para describir convenientemente el 
cambio de la limitación en sulfato de sodio al exceso. Por lo tanto, los modelos de 
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inhibición son más útiles y proporcionan un mejor ajuste para el estudio del efecto 
inhibitorio en el crecimiento debido a los efectos negativos de un exceso de sustrato. 
Teniendo en cuenta estos modelos se pueden calcular los parámetros cinéticos 
que permiten estudiar el crecimiento de los microorganismos en relación a un nutriente. 
Se considera a la Ks relacionada con la afinidad de microalgas por los nutrientes 
(Smayda, 1997). Aunque las estrategias de utilización de sulfato de sodio pueden variar 
entre las especies de microalgas, los datos obtenidos con C. moewusii pueden ser 
bastante representativos de microalgas dulceacuícolas. En estos entornos, la 
biodisponibilidad de sulfato por lo general no es muy restrictiva, lo que explicaría el 
valor de Ks = 3.2 µM y el valor de la relación de µmax/Ks = 218 al 4º día de cultivo. Así, 
en la bibliografía podemos obtener algunos valores de la Ks para nitrato y fosfato, por 
ejemplo 0.98-2.26 y 0.67-1.03 µM para C. gracilis (Sanem Sunlu et al., 2010), 1.4 y 
0.73 µM para Dunaliella tertiolecta, o 29 y 0.18-0.31 µM para Peridinium cinctum 
(Smayda, 1997), respectivamente. 
Por otro lado, el efecto inhibidor debido al exceso de un sustrato se puede 
cuantificar en términos de la constante de inhibición (KI). Los valores bajos de KI 
muestran que el efecto de inhibición puede ser observado a bajas concentraciones de un 
compuesto. De hecho, cuando KI es muy alta, los modelos de inhibición se simplifican a 
la Ecuación de Monod. En el presente trabajo, C. moewusii mostró un valor de KI para 
el sulfato de sodio de 25 mM. Sin embargo, es poco común que estas concentraciones se 
encuentren en los medios de cultivo o en ambientes dulceacuícolas, incluso en 
ambientes eutróficos. Pero es necesario señalar que la inhibición del crecimiento se 
produce con sólo superar los valores óptimos (>3 mM), lo que resulta en una 
disminución en la cantidad final de biomasa obtenida. 
Desde el punto de vista nutricional, este resultado es interesante porque la 
mayoría de los medios de cultivo suplementados con nutrientes presentan 
concentraciones muy superiores a los que normalmente se encuentran en los medios 
naturales, ya que el fin que se persigue es obtener altas cantidades de biomasa, lo que 
puede conducir al efecto contrario. Incluso desde el punto de vista medioambiental, en 
los últimos tiempos una gran cantidad de sulfato de sodio proviene de los vertidos de 
aguas residuales procedentes del drenaje ácido de minas o intrusiones de agua salada, 
los cuales provocan un aumento de la concentración de esta sal en ambientes 
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dulceacuícolas. Este aumento conlleva consecuencias negativas para estos ecosistemas 
ya que puede reducir el crecimiento del fitoplancton. Sin embargo, en ambientes 
eutróficos podría considerarse como una cierta ventaja en la prevención del crecimiento 
excesivo de estos organismos que se produciría si la concentración de sulfato de sodio 
fuese menor. 
Teniendo en cuenta este efecto inhibidor del sulfato de sodio cuando se 
sobrepasa el umbral óptimo se hace necesario plantear y poder responder a la pregunta 
de si el propio anión sulfato es el responsable del efecto inhibidor observado a las 
concentraciones supra-óptimas o es una consecuencia del aumento de la sal (sulfato de 
sodio) que altera las características osmóticas e iónicas del cultivo. De hecho, las altas 
concentraciones de sulfato pueden alterar la biodisponibilidad de determinados 
elementos esenciales para las células, como son aquellos adquiridos como oxianiones, 
ya que son estructuralmente similares al sulfato, y con los cuales puede competir por los 
mismos sitios de unión. Existen ejemplos de tales interacciones competitivas con el 
selenito (Raven et al., 1999) y en el molibdato (Marino et al., 2003). De hecho, estos 
aniones compiten con el sulfato durante los procesos de absorción a través de 
transportadores comunes y, por tanto, cuando el sulfato se encuentra en exceso puede 
reducir la capacidad de los organismos para adquirir estos aniones (Ramaiah and 
Shanmugasundaram, 1962; Tweedie and Segel, 1970). Este hecho explicaría el modelo 
de inhibición obtenido en este trabajo. 
Sin embargo, hay otra posible causa que explicaría estos resultados ya que esta 
misma respuesta inhibitoria que hemos obtenido con C. moewusii también se encontró 
en estudios con el musgo acuático Fontinalis antipyretica cuando fue expuesto a altas 
concentraciones de sulfato (hasta 1500 mg/L) (Davies, 2007). Como se indicó 
anteriormente, los efectos negativos de este compuesto fueron debidos a la creación de 
un desequilibrio osmótico. 
Con la finalidad de demostrar cuál de los dos mecanismos actuó en C. moewusii, 
se planteó un experimento con diferentes concentraciones de sulfato, pero con la misma 
fuerza iónica inicial. Se considera que la fuerza iónica es el contenido efectivo de sal de 
una solución. Como se puede observar en la Figura 15, las concentraciones de sulfato 
superiores al óptimo (0.1 mM) no generaron toxicidad, incluso en el intervalo de 
concentración de 5 a 20 mM, donde sí se observó toxicidad cuando la fuerza iónica no 
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se ajustó inicialmente (Figura 11). Por lo tanto, el incremento de la fuerza iónica del 
medio de cultivo fue responsable del efecto inhibidor observado. En la Tabla 21 se 
muestra la fuerza iónica inicial calculada con el software Visual MINTEQ para los 
cultivos de C. moewusii con diferentes concentraciones de sulfato de sodio. La 
reducción del crecimiento se obtuvo al llegar a una fuerza iónica de 21.7 mM. Aunque 
el sulfato no fue directamente responsable de la inhibición, por lo menos hasta una 
concentración de 20 mM, los modelos de inhibición obtenidos siguen siendo adecuados 
 
Tabla 21. Fuerza iónica inicial de los cultivos con diferente concentración de sulfato 
de sodio y su efecto sobre el crecimiento de C. moewusii. 
[Na2SO4] 
(mM) 
Fuerza Iónica 
Inicial (mM) 
Efecto sobre 
el crecimiento 
0 7.51 D 
0.0001 7.51 D 
0.00025 7.51 D 
0.0005 7.51 D 
0.001 7.52 D 
0.0025 7.52 D 
0.005 7.53 D 
0.01 7.54 D 
0.025 7.58 D 
0.05 7.65 D 
0.1 7.80 O 
0.25 8.22 O 
0.5 8.94 O 
1 10.40 O 
2 13.20 O 
3 16.10 O 
5 21.70 I 
10 35.80 I 
15 49.60 I 
20 63.20 I 
25 76.60 I 
50 141.30 I 
100 260.60 I 
150 368.70 I 
200 467.20 I 
250 557.20 I 
300 639.90 I 
D: deficiencia, O: óptimo, I: inhibición. 
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para modelar el crecimiento de la microalga en relación con sulfato de sodio.  
De hecho, los parámetros cinéticos obtenidos por el ajuste a los cuatro modelos 
de crecimiento estudiados (Tabla 13) mostraron que con la misma fuerza iónica inicial 
las concentraciones más altas que el óptimo (0.1 mM) no generaron inhibición por 
sustrato, como sí sucedía en los experimentos en los que no se había ajustado la fuerza 
iónica inicial (Figuras 12 y 13). En este caso, para un mejor ajuste de los datos 
obtenidos, se requiere el uso de modelos de cinética monotónica, como es el Modelo de 
Monod. Este modelo fue el más sencillo y el que mejor explicó los resultados obtenidos 
de los cuatro modelos empleados cuando la fuerza iónica inicial del medio fue la misma 
para todos los cultivos.  
Aunque un exceso del ion sulfato no generó directamente toxicidad sobre el 
crecimiento celular de C. moewusii, tampoco conllevó ningún beneficio aparente a los 
cultivos en términos de producción de biomasa. De hecho, Bohutskyi et al. (2014) 
encontraron que aproximadamente el 89% del azufre añadido se mantuvo en el medio 
de cultivo después del crecimiento de la microalga A. protothecoides. Sin embargo, si la 
fuerza iónica resultante no se evalúa adecuadamente en estos medios de cultivo con 
concentraciones elevadas, cualquier exceso de nutrientes para lograr una mayor 
producción de biomasa tendría efectos negativos. Por lo tanto, la fuerza iónica es un 
parámetro importante a considerar para el cultivo de microalgas dulceacuícolas.  
En la Tabla 22 se indican las concentraciones de sulfato y la fuerza iónica de los 
principales medios de cultivo usados para el crecimiento de microalgas dulceacuícolas. 
Aunque cada microalga puede presentar un rango óptimo de fuerza iónica y necesidad 
de azufre, los datos obtenidos en el presente trabajo con esta microalga indican que es 
necesario prestar más atención a estos dos parámetros cuando es deseable optimizar el 
crecimiento de una microalga para ciertos propósitos. 
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Dejando a un lado las características nutricionales del sulfato de sodio, esta sal 
mostró que además tiene importantes consecuencias en los mecanismos de tolerancia al 
cadmio, siendo un componente importante de los medios de cultivo y de los medios 
naturales que permitió reducir los posibles efectos tóxicos de este metal. Esta 
característica adicional del sulfato de sodio se pudo probar con la microalga C. 
moewusii. De hecho, C. moewusii no solo resultó interesante para estudiar el efecto del 
sulfato sódico y su aplicación a la optimización de medios de cultivo microalgales, sino 
que también es un microorganismo modelo para estudios toxicológicos. Desde este 
punto de vista, el uso de esta microalga para estudiar la respuesta al cadmio resultó muy 
adecuado. Hoy en día el uso de microalgas como bioindicadores ambientales está cada 
vez más extendido (Lavoie et al., 2004; Torres et al., 2008). Es de sobra conocido que la 
exposición al cadmio, como metal considerado no esencial, provoca diversos efectos 
citotóxicos en las células con consecuencias muy graves para los ecosistemas. La 
exposición de esta microalga al cadmio puso de manifiesto este efecto tóxico. Así, la 
EC50/4d para las células de C. moewusii expuestas a cadmio en el medio de cultivo 
Bristol y con la concentración habitual de sulfato de sodio (0.5 mM) fue de 4.26 ± 0.29 
mg Cd/L (Figura 20). Este resultado coincide con el obtenido por Suárez et al. (2010) 
 
Tabla 22. Fuerza iónica inicial y concentración de sulfato en los principales medios 
utilizados para el cultivo de algas. 
Medio de Cultivo Algal 
Fuerza Iónica 
(mM) 
[SO4
2-
] 
(mM) 
Half strength Chu 10 Medium (HC10) 77.20 5.07 
Modified Allen Medium 22.90 0.15 
Blue-Green  Medium (BG-11) 20.20 0.31 
 Acidified Bold's Basal Medium (ABB)  
 
19.20 2.20 
TAP Medium 12.70 0.41 
Modified Chu 13 Medium 9.89 0.81 
Bold's Basal Medium (BBM) 8.19 0.38 
 Z8 Medium  
 
7.78 0.12 
C Medium, Modified 4.33 0.16 
Modified AF-6 Medium 2.78 0.12 
COMBO 2.59 0.15 
Jaworski's Medium (JM) 2.52 0.20 
Diatom Medium (DM) 1.10 0.10 
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utilizando esta microalga expuesta al mismo metal y en el que obtuvieron un valor de 
4.1 ± 0.8 mg Cd/L después de 4 días de exposición, usando las mismas condiciones de 
cultivo. La toxicidad de este metal se ha comprobado en otros muchos estudios con 
microalgas tanto de agua dulce como marinas. Aunque la toxicidad al cadmio depende 
de las condiciones de cultivo, algunos datos relevantes obtenidos para otras microalgas 
pueden servir como referencia (Tabla 23). 
 
Es conocido que cuando el fitoplancton se expone a cadmio se produce una 
inhibición del crecimiento y cambios morfológicos a nivel ultraestructural (Aguilera and 
Amils, 2005; Visviki and Rachlin, 1994; Volland et al., 2014). Sin embargo, aunque el 
cadmio es conocido como un metal no esencial, en los últimos años se ha demostrado el 
hecho de que puede tener algún papel biológico. Así, en la diatomea marina 
Thalassiosira weissflogii se ha descubierto una anhidrasa carbónica cadmio 
 
Tabla 23. Valores de EC50 para el cadmio obtenidos con diferentes especies de 
microalgas de agua dulce y marinas. 
Especie microalgal EC50/día 
(mg Cd/L) 
Referencia 
Microalga dulceacuícola   
Pseudokirchneriella subcapitata EC50/4d = 0.009 (Källqvist, 2009) 
Chlamydomonas sp. EC50/12d = 22.48 (Aguilera and Amils, 2005) 
Chlorella sp. EC50/7d = 0.34 (Kaplan et al., 1995) 
Chlorella vulgaris EC50/4d = 0.10 (Rachlin and Grosso, 1993) 
Desmodesmus subspicatus EC50/3d = 0.30 (Baścik-Remisiewicz et al., 2011) 
Selenastrum capricornutum EC50/4d = 0.057 (Turbak et al., 1986) 
Ankistrodesmus falcatus EC50/4d = 0.29 (Magdaleno et al., 1997) 
Chlorella pyrenoidosa EC50/4d = 6.69 
(Bednarz and Warkowska-Dratnal, 
1985) 
Microalga marina   
Isochrysis galbana EC50/5d = 0.74 (Yap et al., 2004) 
Tetraselmis gracilis EC50/4d = 1.8 (Okamoto et al., 1996) 
Tetraselmis suecica EC50/6d = 7.9 (Pérez-Rama et al., 2002) 
Dunaliella salina EC50/4d = 48.9 (Folgar et al., 2009) 
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dependiente. Estas diatomeas viven en entornos con concentraciones muy bajas de zinc 
y el cadmio realizaría la función que normalmente lleva a cabo el zinc en dicha enzima 
(Lane and Morel, 2000; Lane et al., 2005; Price and Morel, 1990). En particular, se ha 
descubierto y caracterizado una anhidrasa carbónica-Cd, (CDCA), la primera y única 
metaloenzima conocida del cadmio (Cullen et al., 1999; Park et al., 2008; Roberts et al., 
1997; Xu et al., 2008).  
En organismos fotosintéticos el orgánulo que más se ve alterado por la toxicidad 
de metales es el cloroplasto (Lamaia et al., 2005). Así, en C. moewusii, la biosíntesis de 
clorofilas se vio claramente afectada por la presencia de cadmio, disminuyendo su 
contenido por volumen de cultivo y por célula (Figuras 26, a-d y 27). Este efecto 
parece ser una respuesta típica de la exposición al cadmio, de hecho Qian et al. (2009) y 
Kováčik et al. (2011) también obtuvieron una disminución similar en el contenido de 
clorofilas en cultivos de Chlorella vulgaris y Scenedesmus cuadricauda expuestos a 
este metal, respectivamente. Se conoce que altas concentraciones de metales inhiben la 
síntesis de clorofilas por el bloqueo de las enzimas responsables de dicha síntesis 
(Prasad et al., 2004). De hecho, el cadmio puede causar desorganización en los 
cloroplastos que conlleva a una reducción de los pigmentos fotosintéticos por inhibición 
de la biosíntesis de éstos (Leborans and Novillo, 1996; Påhlsson, 1989) o mediante la 
reducción de la transcripción de los genes psbA y rbcL (Qian et al., 2009).  
La relación o proporción de clorofila a/b es considerada como un indicador 
global de la actividad fotosintética. Los resultados obtenidos indicaron que la relación 
clorofila a/b disminuyó progresivamente en función de la concentración de cadmio, al 
producirse un descenso en la clorofila a con respecto al contenido en clorofila b (Figura 
26, e). Este resultado concuerda con el obtenido por Le Faucheur et al. (2005) con 
Scenedesmus vacuolatus expuesta a cadmio. Ambos trabajos parecen indicar que la 
clorofila a sería más sensible al efecto del cadmio que la clorofila b. En este sentido, 
Siddiqui et al. (2015) demostraron que la clorofila a es más sensible a la 
fotodegradación originada por nanopartículas de metales que otros pigmentos 
fotosintéticos. Ursache-Oprisan et al. (2011) encontraron un efecto similar al tratar con 
nanopartículas de hierro y cobalto plantas de girasol. Por el contrario, en Scenedesmus 
quadricauda también expuesta a cadmio, la relación clorofila a/b aumentó ya que hubo 
una mayor disminución en la clorofila b con respecto a la clorofila a (Kováčik et al., 
2011). De forma similar, Rico et al. (2013) también detectaron un incremento en la 
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relación clorofila a/b, pero una disminución en el contenido total de clorofilas, al tratar 
plantas de arroz con cerio; mientras que Ghafariyan et al. (2013) no observaron cambio 
alguno en la relación clorofila a/b en la planta de la soja al ser expuesta a  
nanopartículas de óxido de hierro superparamagnético (SPIONs).  
Debido a los efectos tóxicos del metal, la tolerancia constituye una característica 
esencial para la supervivencia de los organismos. Además de los mecanismos 
homeostáticos de las células, los factores ambientales pueden jugar un papel importante 
al alterar la toxicidad de los metales variando su biodisponibilidad (Hasanuzzaman and 
Fujita, 2013). Predecir la biodisponibilidad de los metales es uno de los aspectos clave y 
más complicados de la toxicología ambiental, especialmente en experimentos de más de 
24 horas de duración, cuando el propio organismo puede modificar las condiciones del 
medio. Un buen ejemplo de estos factores ambientales es la liberación al exterior celular 
de exudados con capacidad para ligar metales, los cuales pueden afectar 
significativamente a la especiación, a la absorción y a la toxicidad de metales (Paquet et 
al., 2015).  En este contexto, se demostró en el presente trabajo que el sulfato también 
debe considerarse como un factor ambiental que influye en la toxicidad del cadmio, 
generando un efecto protector con respecto a sus efectos citotóxicos. Esta tolerancia al 
cadmio en respuesta a la suplementación de azufre también se observó en otras 
microalgas y cianobacterias (Edwards et al., 2013). Cuando el cadmio está presente en 
el medio, el sulfato es mucho más que un simple nutriente, presentando una función de 
protección indirecta contra este metal tóxico. Cuando el contenido de sulfato en el 
medio fue bajo, todas las concentraciones ensayadas de cadmio causaron una drástica 
inhibición del crecimiento de esta microalga. No obstante, a concentraciones próximas a 
la concentración óptima de sulfato sódico, este compuesto mitigó de forma significativa 
el efecto tóxico del metal (Figura 21), es decir, el efecto tóxico del cadmio fue mucho 
menor de lo esperado a medida que aumentó la concentración de sulfato sódico. De 
hecho en la Figura 28 se puede observar como se incrementaron los valores de EC50/4d 
para el cadmio cuando en el medio existió una mayor disponibilidad de sulfato. Los 
diferentes experimentos bifactoriales mostraron la existencia de una interacción 
significativa y con tamaños de efecto superiores al 15%. Es decir, el cadmio y el sulfato 
mostraron una interacción elevada y significativa, lo que sugiere que, en presencia de 
sulfato, el metal ejerció un efecto tóxico más bajo sobre el crecimiento y sobre la 
biosíntesis de clorofilas de esta microalga. De hecho, el aumento de la concentración del 
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cadmio conllevó a que las células de C. moewusii requirieran una mayor concentración 
de sulfato de sodio para mejorar el crecimiento, la cual fue necesaria para paliar los 
efectos tóxicos de este metal a medida que su concentración se fue incrementando 
(Tabla 17). En este sentido, se observó que la KS para el sulfato sódico aumentó en 
relación con la concentración de cadmio, lo que también es indicativo de una mayor 
necesidad de sulfato para alcanzar la mitad de la tasa de crecimiento máximo cuando 
aumentó la concentración de este metal (Tabla 16). En cambio, la constante de 
inhibición para este nutriente (KI) disminuyó, es decir, la cantidad de sulfato de sodio 
que reduce la tasa de crecimiento máxima fue menor a medida que aumentó la 
concentración de cadmio; de hecho, a concentraciones de sulfato sódico por encima de 
las óptimas, el cadmio y el sulfato sódico mostraron un efecto sinérgico. 
Existen diversos estudios en raíces de plantas superiores sobre la absorción del 
sulfato y el efecto que el cadmio ejerce en este proceso. En Eichhornia crassipes y 
Salvinia auriculata la presencia de cadmio produjo una variación en el contenido de las 
constantes de absorción del sulfato. Se observó un descenso en la Vmax y un aumento en 
la Km lo que se tradujo en un incremento en la actividad de la enzima ATP sulfurilasa, 
conllevando a un aumento en el contenido de tioles (Alves de Oliveira et al., 2009). 
También en plantas, la expresión de genes implicados en la vía de asimilación de azufre 
reducido y de la actividad enzimática son estimuladas por el cadmio (Ernst et al., 2008). 
En el maíz (Zea mays) se observó un incremento en la absorción de sulfato ante la 
presencia de este metal (Nocito et al., 2006). Esta mayor absorción inducida por el 
cadmio fue acompañada de alteraciones profundas tanto en el metabolismo de los 
compuestos tiólicos como en sus niveles; ejemplo de esto es el glutatión reducido (que 
probablemente se encuentre involucrado como señal de la modulación en la absorción 
de sulfato) y la cisteína (García-García et al., 2012). Algunos estudios sobre la adición 
de azufre en plantas superiores tratadas con Cd, como Brassica campestris, han puesto 
de manifiesto una mayor capacidad para la síntesis de GSH por fertilización con azufre. 
Esta aplicación de azufre en suelos cultivados ayudó en la reducción de la toxicidad del 
cadmio (Anjum et al., 2008). 
Por lo tanto, si tenemos en cuenta lo indicado anteriormente, aunque hay 
diversos factores ambientales conocidos que influyen en la toxicidad del cadmio (Rai et 
al., 1981), el sulfato constituye otro factor de gran importancia al cual se le debería 
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prestar una mayor atención. Sin embargo, ¿por qué el sulfato contribuye a reducir los 
efectos tóxicos del cadmio?  
Una primera explicación de esta interacción podría ser debida a que el 
incremento de la concentración de sulfato puede alterar la biodisponibilidad del cadmio, 
reduciendo su toxicidad. La especie de cadmio considerada más tóxica es el catión libre, 
las variaciones en el contenido de esta especie debido a la formación de complejos (lo 
que puede ocurrir al aumentar la concentración de sulfato) podrían reducir su toxicidad. 
Para descartar esta posibilidad, se calculó utilizando el software Visual MINTEQ 
(Gustafsson, 2013) el porcentaje de cadmio libre inicial en las diferentes combinaciones 
de cadmio y sulfato. El porcentaje de cadmio libre apenas varió cuando la cantidad de 
sulfato aumentó; por ejemplo, en la concentración de 4 mg Cd(II)/L, el porcentaje de 
cadmio libre fue de 44.31 cuando en el medio no había sulfato y de 44.42 en la 
concentración más alta usada en los experimentos de toxicidad (5 mM). Por lo tanto, en 
este intervalo de concentraciones ensayadas, el sulfato no presentó influencia en la 
biodisponibilidad del catión metálico. 
Otra posible respuesta a la pregunta anterior sobre la interacción de ambos 
compuestos y que constituiría una explicación alternativa hay que buscarla en otro 
mecanismo de respuesta de las microalgas a la toxicidad de este metal, la síntesis de 
fitoquelatinas (PCs). 
No solo los factores ambientales influyen en la toxicidad de los metales, los 
mecanismos de tolerancia propios de la célula son fundamentales para contrarrestar los 
posibles efectos tóxicos. En este sentido, la síntesis de PCs es una respuesta común a la 
destoxificación de cadmio en las células de microalgas (Lavoie et al., 2009). Como era 
de esperar, C. moewusii mostró un aumento en los niveles de PCs cuando se incrementó 
la concentración de cadmio presente en el medio (Figura 30). Del mismo modo, en la 
microalga verde Coccomyxa subellipsoidea expuesta a cadmio, la cantidad de PCs 
aumentó con el incremento de la concentración de cadmio (Kováčik et al., 2015). En el 
presente estudio, la mayor cantidad de PCs registrada se obtuvo en la concentración de 
4 mg/L de cadmio, que precisamente se correspondió con el valor más alto de la EC50/4d.  
Entre las diferentes cadenas de PCs sintetizadas por C. moewusii, la PC3 fue la 
PC que se sintetizó en mayor cantidad. De la misma manera, estudios toxicológicos con 
la microalga verde Desmodesmus armatus mostraron que la PC3 fue también el 
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principal péptido sintetizado por esta microalga bajo la exposición al cadmio (Pokora et 
al., 2014; Tukaj et al., 2007). La síntesis de PCs con 2 a 6 subunidades se observó en 
células de la microalga Scenedesmus vacuolatus expuestas a un rango de 
concentraciones de Cd
2+
 libre de 10
-14
 a 10
-7
 M durante 3 días, también la PC3 fue la PC 
sintetizada en mayor cantidad (Le Faucheur et al., 2005). En el caso de C. moewusii, la 
PC detectada con mayor longitud de cadena fue la PC5 después de 4 días de exposición 
a 4 mg Cd(II)/L. Sin embargo, los tiempos de exposición también influyen en la 
longitud de las cadenas que se pueden detectar, tiempos de exposición más cortos no 
solo implicarían una menor síntesis de estos péptidos sino que también estos tuvieran 
una longitud de cadena más corta. Prueba de ello es que en la microalga Coccomyxa 
subellipsoidea solamente se detectaron PCs con dos subunidades cuando esta microalga 
se expuso a 100 µM de cadmio durante sólo 24 horas (Kováčik et al., 2015). 
Sin embargo, aunque las PCs son consideradas como el principal mecanismo 
(Rauser, 1990; Ahner and Morel, 1995), no son la única defensa intracelular contra la 
acción citotóxica de este metal. Por ejemplo, la formación de CdS es otra respuesta que 
desarrollan las células de microalgas para destoxificar Cd(II) (Edwards et al., 2013). 
Tanto en este caso como en el de las PCs, el metabolismo del azufre, principalmente la 
asimilación de sulfato, es una vía importante asociada con la tolerancia al cadmio. Es un 
hecho conocido que la biodisponibilidad del azufre es la base de la resistencia a muchos 
factores bióticos y abióticos (Bloem et al., 2015). En C. moewusii, el contenido en otros 
tioles solubles sintetizados también varió con la concentración de cadmio en el medio 
(Figura 29). De hecho, en cultivos tratados con cadmio se observó un aumento en los 
niveles intracelulares de cisteína. Este mismo mecanismo también fue observado por 
Suárez et al. (2010) en esta microalga. Pérez-Rama et al. (2006) demostraron que el 
contenido de este aminoácido también fue mayor en los cultivos expuestos a cadmio en 
la microlaga marina Tetraselmis suecica, alcanzando el mayor contenido en las 
concentraciones de 15 y 30 mg/L con respecto a cultivos control después de 7 días de 
exposición. Teniendo esto en cuenta, la cisteína también podría actuar como un 
mecanismo de defensa, no sólo por participar en la biosíntesis de PCs, sino también 
directamente como quelante de metales. De hecho, el contenido de cisteína fue mayor 
que el de GSH cuando el cadmio estaba presente en el medio. Además, el contenido de 
Cys también aumentó significativamente en relación al contenido de sulfato de sodio 
presente en el medio (Figura 32). Es decir, ambos compuestos (cadmio y sulfato) 
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incrementaron los niveles de cisteína, sin embargo la interacción entre ambos no fue 
solo aditiva sino sinérgica, detectándose un tamaño de efecto para esta interacción de un 
25.70% (Tabla 17). En presencia de cadmio, el sulfato potenció la síntesis de este 
aminoácido, lo que incrementaría las opciones para quelar el metal de forma inocua y, 
por lo tanto, desempeñando un papel adicional en la tolerancia a este metal. 
Con respecto a otros tioles de bajo peso molecular importantes para la célula, el 
contenido del dipéptido -Glu-Cys permaneció sin cambios significativos en los cultivos 
tratados con cadmio (Figura 29). Este resultado también se observó en Tetraselmis 
suecica (Pérez-Rama et al., 2002). Esto puede ser debido a que la actividad de la enzima 
-Glu-Cys sintetasa no aumentó en relación con la exposición al metal o que los niveles 
de este dipéptido se han mantenido en equilibrio con respecto a su consumo y su rápida 
reposición al sintetizarse de nuevo.  De hecho, la etapa limitante para la síntesis de GSH 
en ausencia de metales es la reacción catalizada por la enzima -Glu-Cys sintetasa, ya 
que la actividad de esta enzima está regulada por retroalimentación de GSH y es 
dependiente de la disponibilidad de Cys (Noctor et al., 1996). La -Glu-Cys sintetasa 
desempeña un papel importante en el control de la síntesis de GSH y por tanto en el 
control de la síntesis de PCs y la tolerancia a metales (Cobbett, 2000). Así,  Zhao et al., 
(2010) modificaron genéticamente plantas de Agrostis palustris para aumentar la 
expresión de esta enzima. Estas plantas modificadas acumularon más cadmio, los 
niveles de PCs fueron más elevados y por lo tanto crecieron más eficientemente en 
presencia de cadmio que la cepa salvaje. También, en Brassica juncea y Arabidopsis 
thaliana se observó la sobreexpresión de la enzima -Glu-Cys sintetasa en respuesta al 
estrés por cadmio lo que conllevó a un aumento en la biosíntesis del GSH y de las PCs 
en estas plantas, que a su vez mejoró la tolerancia del cadmio y su bioacumulación (Li 
et al., 2005; Liang Zhu et al., 1999).  Teniendo esto en cuenta, la observación de que los 
niveles -Glu-Cys permanecieron constantes en C. moewusii en presencia de cadmio 
podría explicarse por el incremento de la -Glu-Cys sintetasa que condujo a un aumento 
de la producción del dipéptido, a la vez que éste fue empleado, y por lo tanto 
consumido, en la síntesis de GSH y PCs. En cambio, los niveles de γ-Glu-Cys variaron 
en relación con las concentraciones de sulfato de sodio ensayadas (Figura 32), pero se 
mantuvieron constantes a partir de la concentración óptima de sulfato de sodio (0.1 
mM). Este resultado es lógico teniendo en cuenta que este dipéptido es un intermediario 
que forma parte de la ruta metabólica que permite sintetizar GSH, niveles óptimos de 
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sulfato permiten mantener los niveles de GSH adecuados para la célula, para lo cual es 
necesario este intermediario. Sin embargo, cuando el cadmio estuvo presente en el 
medio, a diferencia de lo que ocurrió con la cisteína, no se observó una interacción 
significativa entre el metal y el sulfato sobre la síntesis de este dipéptido. Lo más 
probable es que este hecho sea debido a la constancia de sus niveles observada en 
presencia del metal  
Finalmente, con respecto a la biosíntesis de GSH, esta se vio influenciada 
significativamente en relación con el aumento de las concentraciones de sulfato de 
sodio, el cual estimuló la síntesis de este importante tripéptido (Figura 32). Se observó 
una respuesta similar que en el caso del γ-Glu-Cys, ya que la cantidad de GSH 
permaneció constante a partir de la concentración de 0.1 mM de dicha sal. En presencia 
de cadmio el contenido de GSH disminuyó sólo ligeramente (Figura 29), existiendo 
una interacción significativa cadmio-sulfato aunque de baja intensidad (8.71%) (Tabla 
17). Las células tienden a mantener el nivel de GSH constante puesto que es un 
importante compuesto para mantener el estado redox de la célula, para realizar 
funciones relacionadas con una respuesta a estrés o desempeñando diversos papeles en 
la tolerancia y secuestro de metales. Por este motivo, la mayor disponibilidad de sulfato 
permite que la célula pueda sintetizarlo de forma adecuada. Esta situación de un mayor 
déficit de GSH se agravaría en presencia de cadmio puesto que el GSH es el precursor 
de las PCs, por este motivo se agotaría a medida que estas se sintetizan. Sin embargo, 
los niveles de este compuesto no se reducen tanto como cabría esperar, igual que 
obtuvieron Bräutigam et al., (2011), incluso es habitual encontrar trabajos de otros 
autores que indican un aumento en su síntesis (Pérez-Rama et al., 2006; Torricelli et al., 
2004) o que se mantienen constantes (Ahner et al., 2002; Le Faucheur et al., 2005; 
Rijstenbil and Wijnholds, 1996) por exposición a cadmio, lo que sugiere que el GSH 
intracelular, aunque se consumió durante la biosíntesis de PCs, rápidamente fue 
reemplazado por nueva síntesis a partir del sulfato sódico del medio y actuando como 
intermediario el -Glu-Cys que como se vio anteriormente también se mantiene a 
niveles adecuados. Por lo tanto, una mayor disponibilidad de sulfato permitiría una 
biosíntesis más adecuada de GSH a través de esta ruta, lo que explicaría la interacción 
entre cadmio-sulfato.  
Por lo tanto, el contenido de los tioles solubles de bajo peso molecular 
sintetizados por C. moewusii varió con los tratamientos de cadmio y sulfato de sodio 
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(Figuras 33 y 34). La exposición al cadmio conllevó un efecto reductor de las reservas 
de sulfato debido a la necesidad de sintetizar una mayor cantidad de compuestos 
tiólicos, especialmente de PCs. Esta necesidad pudo verse satisfecha cuando la cantidad 
de sulfato de sodio en el medio fue suficiente para lograr una mayor síntesis de tioles. 
Esto se puede observar en las Figuras 33 y 34, el mayor contenido de PCs en presencia 
de cadmio se produce en las concentraciones más altas de sulfato sódico. Por lo tanto, 
para que esto pueda ocurrir ningún paso o enzima implicada en su biosíntesis parece 
verse afectada por el efecto tóxico del cadmio. De hecho, los datos obtenidos mostraron 
que el aumento de la cantidad de sulfato de sodio en el medio permitió una mayor 
tolerancia a este metal, ya que promovió una mayor biosíntesis de compuestos tiólicos.  
Es conocido que este metal provoca alteraciones en la regulación a nivel enzimático y 
genético de la biosíntesis de estos compuestos tiólicos de bajo peso molecular (cisteína 
y glutatión) (Mendoza-Cózatl et al., 2005). En especies de plantas acuáticas sometidas a 
estrés por cadmio, la actividad de la enzima ATP sulfurilasa aumentó entre 1.5 y 3.5 
veces (Alves de Oliveira et al., 2009). En células de Euglena gracilis expuestas a este 
metal, la actividad de los transportadores de sulfato se incrementó significativamente 
(García-García et al., 2012). Kaplan et al. (1995) observaron que la adición de GSH a 
los cultivos de la microalga Chlorella sp. expuesta a cadmio favoreció el incremento en 
el contenido de PCs. Todos estos hechos generan una mayor capacidad biosintética de 
compuestos azufrados en presencia de cadmio, lo que permite a las células incrementar 
la tolerancia al metal. Nuestros resultados, conjuntamente con los de Edwards et al. 
(2013) confirman claramente este hecho, puesto que estos autores encontraron que en 
dos especies de microalgas la suplementación adicional con sulfato también aumentó la 
tolerancia frente al cadmio, debido, en este caso, a una mayor capacidad para producir 
CdS.  
Estos resultados obtenidos presentan un impacto ambiental interesante. Teniendo 
en cuenta este efecto protector de sulfato en la toxicidad del cadmio, aquellos ambientes 
en los que la disponibilidad de la sal es baja, se espera una mayor toxicidad de este 
metal en las poblaciones de microalgas. En contraste, los entornos ricos en sulfato de 
sodio podían tolerar mejor sus efectos. Una posible forma de actuar en entornos 
contaminados con cadmio sería aumentar la biodisponibilidad de sulfato de sodio, 
especialmente cuando su biodisponibilidad es baja. Si observamos los valores de EC50 
en la Tabla 23, estos valores parecen sugerir que, en general, las microalgas de agua 
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dulce son más sensibles a este metal que sus homólogas marinas. Una explicación 
posible, teniendo en cuenta los resultados obtenidos, es que en ambientes marinos hay 
una mayor abundancia de sulfato, lo que permite un aumento de la biosíntesis de PCs y 
compuestos relacionados. Por ejemplo, la microalga marina Tetraselmis suecica 
expuesta al cadmio mostró valores más altos en la cantidad de compuestos tiólicos 
sintetizados (Pérez-Rama et al., 2006) en comparación con C. moewusii. Además, una 
característica deseable que deben tener los organismos empleados para la 
biorremediación es un mecanismo eficiente para el secuestro o inactivación del metal. 
Por lo tanto, un aumento en la biosíntesis de PCs adecuado podría mejorar los 
resultados de la eliminación de cadmio. Una mayor biodisponibilidad de esta sal podría 
responder a esta demanda generando una estrategia más satisfactoria.  
Como se ha estado comentando, tanto factores internos como externos influyen 
en la toxicidad de los metales (Rai et al., 1981). La biodisponibilidad y toxicidad de 
estos elementos depende en gran medida de dos factores principales, la especiación 
química (Langston, 1990; Niyogi and Wood, 2004; Veltman et al., 2010) y los 
mecanismos de tolerancia que los organismos tienen para contrarrestar esta toxicidad 
(Hossain et al., 2012; Torres et al., 2013). Teniendo en cuenta todo lo visto 
anteriormente, parece claro que el sulfato y el cadmio presentan una interacción, no 
solamente porque el sulfato influye en la toxicidad de este metal al facilitar la síntesis de 
los compuestos tiólicos sino porque el propio metal también modifica la cantidad de 
sulfato incorporado por la célula.  
Con la finalidad de determinar las características de esta interacción se realizó 
un análisis isobolográfico (Figura 38). Los resultados de este análisis fueron de gran 
interés, puesto que, como era de esperar, indicaron que el sulfato de sodio a 
concentraciones sub-óptimas actuó para contrarrestar la toxicidad del cadmio mediante 
un efecto antagónico muy significativo, pero cuando las concentraciones fueron supra-
óptimas el resultado fue todo lo contrario, ambos compuestos interaccionaron de forma 
sinérgica. (Tabla 20). 
El efecto antagónico observado puede ser explicado fácilmente teniendo en 
cuenta que cuando el cadmio está presente en el medio, el sulfato es la fuente de azufre 
necesaria para la biosíntesis de PCs. En condiciones de deficiencia de azufre, la 
cantidad de aminoácidos azufrados (metionina y cisteína) limita la biosíntesis de 
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proteínas y GSH (Ahmad and Abdin, 2000; Bochenek et al., 2013). Una mayor 
biodisponibilidad de sulfato implica una mayor biosíntesis de cisteína y por lo tanto, 
mayores posibilidades para la biosíntesis de GSH y PCs. Este efecto antagónico también 
se observó en varios organismos autótrofos con otros nutrientes inorgánicos. Este es el 
caso del calcio (Rivetta et al., 1997; Suzuki, 2005; Wang and Song, 2009) y 
micronutrientes como el zinc (Cataldo et al., 1983; Lavoie et al., 2012) y el selenio 
(Filek et al., 2008; Zembala et al., 2010) cuya adición al medio conlleva la disminución 
de la asimilación y acumulación de cadmio en las células o a ejercer un efecto protector 
a través de su actividad antioxidante. En este sentido, la capacidad de eliminación del 
cadmio de la levadura Pichia kudriavzevii también disminuyó significativamente 
después de una preincubación con cloruro de sodio (Ma et al., 2015). En este caso y en 
el presente estudio con C. moewusii, el sodio parece ser otro catión importante en la 
reducción de la toxicidad del cadmio; el aumento de este catión con el aumento de la 
concentración de sulfato de sodio podría contribuir adicionalmente a la reducción de 
esta toxicidad. De hecho, los estudios con la planta ornamental  Amaranthus 
mangostanus mostraron que la competencia entre el sodio y el cadmio para la 
incorporación a través de los canales de iones de calcio podría explicar una disminución 
en la absorción de cadmio (Mei et al., 2014). Además, se ha demostrado en diferentes 
plantas que el aumento de cloruro de sodio reduce la toxicidad del cadmio a través de 
varios mecanismos posibles, tales como el aumento de la concentración de sodio, la 
reducción de la absorción de cadmio y, con esto, la reducción del estrés oxidativo 
generado por este metal (Mariem et al., 2014; Zhang et al., 2013). En el caso del sulfato 
de sodio, estos mecanismos podrían actuar de una manera similar, pero habría un 
mecanismo adicional, como se indicó anteriormente el sulfato mejora la biosíntesis de 
PCs. Por lo tanto, sería lógico pensar que el sulfato de sodio en concentraciones 
adecuadas tiene un efecto más fuerte que el cloruro de sodio en relación con la 
disminución de los efectos de la toxicidad del cadmio. De hecho, en el presente trabajo 
se obtuvo un fuerte efecto antagonista. Considerando esto de forma general, diferentes 
estudios en plantas han demostrado que la gravedad de la toxicidad por cadmio se puede 
reducir a través de la optimización de macro y micronutrientes que inducen respuestas 
fisiológicas para aliviar el estrés por este metal (Nazar et al., 2012). Por todo lo dicho, el 
sulfato en dosis apropiadas debe añadirse a la lista de compuestos que actúan para 
reducir el efecto tóxico del cadmio en los organismos autótrofos acuáticos. 
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A diferencia de los resultados obtenidos en los ensayos con concentraciones sub-
óptimas de sulfato de sodio, sorprendentemente, en la zona de concentraciones supra-
óptimas se observó el fenómeno contrario. En esta zona, tanto el sulfato de sodio 
(inhibición por sustrato) como el cadmio fueron tóxicos para la microalga (Figura 41). 
Sin embargo, ambos compuestos no interactuaron en una interacción aditiva simple; 
sino, en una interacción sinérgica. En este caso, los valores obtenidos manifiestan que 
dicha interacción sinérgica fue menor que en el caso de la interacción antagónica 
observada a concentraciones sub-óptimas de sulfato de sodio y con valores más 
cercanos a línea de aditividad de Loewe (Figura 38).  
Estos datos sugieren que el exceso de sulfato de sodio aumenta el efecto tóxico 
del cadmio a través de un efecto sinérgico. Se conoce que la toxicidad del cadmio se 
debe a la deficiencia generada en ciertos cationes metálicos esenciales (Hasanuzzaman 
and Fujita, 2013). Si tenemos en cuenta que también existen evidencias que indican que 
el sulfato en niveles altos inhibe la absorción de molibdeno, puesto que ambos compiten 
por el mismo transportador específico en la membrana plasmática (Marino et al., 2003), 
el resultado de esto sería una alteración en los niveles celulares de varios iones 
metálicos esenciales que podrían explicar este sinergismo. 
Sin embargo, es necesario tener en cuenta que en los experimentos del análisis 
isobolográfico también se produce una variación importante en la fuerza iónica del 
medio. Por lo tanto, este efecto sinérgico puede ser debido no sólo a la variación de 
sulfato sino también a la variación de la fuerza iónica que altera las propiedades físico-
químicas del medio. Es importante destacar que el aumento de la toxicidad de cadmio 
observada, debido al incremento de la fuerza iónica, no fue un efecto aditivo simple. El 
aumento de la fuerza iónica debido a la adición de sulfato de sodio por encima del 
óptimo mostró una toxicidad de cadmio superior a la esperada en un efecto aditivo 
simple. Este hecho es fácilmente deducible a partir del análisis isobolográfico (Figura 
41, Tabla 20). Un resultado similar se obtuvo con el cloruro de sodio en las plantas de 
Triticum aestivum (trigo harinero), el efecto combinado de cloruro de sodio y el cadmio 
fue mayor que el efecto que presentaron tanto el cloruro de sodio y el cadmio 
individualmente (Shafi et al., 2009). Precisamente, uno de los factores importantes que 
influyen en la toxicidad de un metal en el medio acuático es la especiación. El modelo 
de ligando biótico (BLM) predice la toxicidad de metales mediante la especiación en el 
medio abiótico y la unión competitiva de cationes protectores al lugar de la acción 
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tóxica (Niyogi and Wood, 2004; Veltman et al., 2010). Por esta razón se predijo 
mediante el software Visual MINTEQ la distribución inicial de las especies de cadmio 
en los dos bloques de experimentos y de las tres proporciones fijas. 
Cabe destacar que la actividad de los complejos de Cd-SO4 aumentó 
significativamente en relación con el aumento de la concentración de sulfato en solución 
(Figura 43). Teniendo en cuenta que el efecto tóxico sinérgico se localiza en este rango, 
estas especies podrían estar relacionadas con ese efecto. Dichas especies podrían ser 
fácilmente asimiladas por la microalga en comparación con otras especies, como 
CdHPO4 que también se encuentra en un alto porcentaje. De hecho, el porcentaje de 
CdHPO4 y de Cd
2+
 disminuyó con el aumento de la proporción de sulfato en el medio 
de cultivo, lo cual fue debido a la formación de complejos de Cd-SO4; sin embargo, el 
efecto tóxico no se redujo. El aumento significativo en los complejos de Cd-SO4 
(Figura 44) daría lugar a un incremento adicional en el contenido intracelular de 
cadmio, y por consiguiente, a un incremento en la toxicidad. En este caso, el aumento 
concomitante de la concentración de sodio tendría menos efecto que el obtenido en la 
región sub-óptima de sulfato de sodio. Es decir, como se discutió anteriormente, los 
altos niveles de sodio bloquearían la entrada de iones de cadmio en la célula a través de 
los canales de calcio; sin embargo, la disminución de las especies libres de cadmio en 
favor de los complejos Cd-SO4 impediría que este mecanismo de tolerancia fuera eficaz. 
Estos complejos podrían entrar en la célula a través de otro mecanismo con el que la 
concentración intracelular de cadmio aumentaría. Sin embargo, aunque en estas 
condiciones el sulfato sería transportado al interior de las células junto con el cadmio, la 
biosíntesis de GSH y PCs no sería lo suficientemente rápida para contrarrestar la 
cantidad de cadmio que estarían entrando. Además, se debe tener en cuenta que las 
células resultarían más dañadas debido al efecto tóxico del propio exceso de sulfato de 
sodio en el medio.  
De hecho, en las plantas, existen datos que sugieren que los complejos de 
CdSO4
0
 son absorbidos con la misma eficacia que los iones libres de Cd
2+
 (McLaughlin 
et al., 1998). Los resultados obtenidos por Lopez-Chuken y Young (2010) sugieren que, 
además de los iones libres de Cd
2+
, los complejos de CdSO4
0
 son factores importantes 
en la determinación de la absorción de cadmio en las soluciones de nutrientes por las 
plantas de maíz. Concentraciones nominales de sulfato más altas ensayadas en el medio, 
generalmente resultaron en una mayor acumulación de cadmio por estas plantas.  
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En cambio, en los ensayos con niveles sub-óptimos de sulfato de sodio, las 
especies de cadmio más asimilables que fueron detectadas, y por lo tanto consideradas 
más tóxicas, correspondieron a los iones libres de Cd
2+
 (Figura 43), el resto de las 
principales especies presentes, CdHPO4, parece que no fueron tan fácilmente 
asimilables. Este hecho permitiría que los mecanismos de tolerancia de cadmio puedan 
trabajar de manera más eficiente, incluso mejor, con el aumento de la concentración de 
sulfato (efecto antagónico), pero alcanzando un límite con la aparición significativa de 
las especies Cd-SO4 (efecto sinérgico). 
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6. Conclusiones 
Se puede establecer las siguientes conclusiones a partir de los resultados 
obtenidos en el presente trabajo:  
1. Las concentraciones de sulfato sódico que presentaron un intervalo óptimo para 
el crecimiento de Chlamydomonas moewusii fueron de 0.1 a 3 mM. Una 
concentración de sulfato de sodio de 0.1 mM fue suficiente para lograr el 
crecimiento óptimo, pero a concentraciones superiores a 3 mM se inhibió el 
crecimiento. 
2. El crecimiento celular de la microalga dulceacuícola Chlamydomonas  moewusii 
en relación con el sulfato de sodio siguió un modelo de inhibición por sustrato, 
ajustándose muy bien a modelos matemáticos de cinética no monotónica 
acompetitivos y no competitivos. 
3. A concentraciones superiores al rango óptimo de esta sal se obtuvo una 
inhibición del crecimiento que no fue debida al exceso del ion sulfato, sino al 
aumento de la fuerza iónica del cultivo causada por el aumento de la sal de 
sulfato. 
4. El cadmio causó un efecto tóxico sobre esta microalga, inhibiendo su 
crecimiento y reduciendo la síntesis de clorofilas. La EC50 obtenida para el 
crecimiento fue de 4.46 ± 0.42 mg Cd/L 
5. El aumento de la disponibilidad de sulfato sódico en el medio de cultivo 
permitió una mayor tolerancia al cadmio en Chlamydomonas moewusii, ya que 
la EC50/4d aumentó en relación con el incremento de la concentración de sulfato.  
6. El cadmio indujo la síntesis de fitoquelatinas en Chlamydomonas moewusii 
como un mecanismo de tolerancia al mismo. 
7. El aumento en la cantidad de sulfato sódico conllevó un aumento en la 
biosíntesis de fitoquelatinas y por tanto una reducción de la toxicidad del 
cadmio.  
8. El análisis isobolográfico indicó que el sulfato de sodio fue capaz de realizar un 
papel dual antagonista/sinérgico sobre la toxicidad del cadmio en las células de 
Chlamydomonas moewusii. Las combinaciones del sulfato de sodio a 
concentraciones sub-óptimas con Cd(II) ejercieron una fuerte interacción 
antagonista que contrarrestaron la toxicidad de este metal. A medida que 
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aumentó la concentración de sulfato de sodio, este compuesto no sólo estimuló 
el crecimiento de la microalga, sino que también promovió los mecanismos de 
tolerancia a este metal al favorecer la síntesis de fitoquelatinas. En cambio, las 
combinaciones del sulfato de sodio a concentraciones supra-óptimas con Cd(II) 
mostraron un efecto sinérgico entre ambas sustancias químicas. Este efecto 
sinérgico estuvo relacionado con el aumento de la fuerza iónica y con la 
aparición de dos especies de cadmio, CdSO4 (aq) y   (   ) 
  , en el medio.  
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Sulphur  is  an  essential  macroelement  that  plays  important  roles  in  living  organisms.  The  thiol  rich  sul-
phur  compounds,  such  as cysteine,  -Glu–Cys,  glutathione  and  phytochelatins  participate  in the  tolerance
mechanisms  against  cadmium  toxicity.  Plants,  algae,  yeasts  and  most  prokaryotes  cover  their  demand
for reduced  sulphur  by reduction  of inorganic  sulphate.  The  aim of  this  study  was  to  investigate,  using
a bifactorial  experimental  design,  the effect  of  different  sulphate  concentrations  in the  nutrient  solution
on  cadmium  toxicity  in the  freshwater  microalga  Chlamydomonas  moewusii.  Cell  growth,  kinetic  param-
eters  of  sulphate  utilization  and  intracellular  concentrations  of  low-molecular  mass  thiol compounds
were  determined.  A  mathematical  model  to  describe  the growth  of this  microalga  based  on  the  effects  of
sulphate  and  cadmium  was  obtained.  An ANOVA  revealed  an  interaction  between  them,  16%  of  the  effect
sizes  was  explained  by  this  interaction.  A  higher  amount  of  sulphate  in  the  culture  medium  allowed  a
higher  cadmium  tolerance  due  to an  increase  in  the  thiol  compound  biosynthesis.  The  amount  of  low-
molecular  mass  thiol  compounds,  mainly  phytochelatins,  synthesized  by  this  microalga  was  signiﬁcantly
dependent  on  the sulphate  and  cadmium  concentrations;  the  higher  phytochelatin  content  was  obtained
in  cultures  with  4  mg  Cd/L  and  1 mM  sulphate.  The  maximum  EC50 value  (based  on  nominal  cadmium  con-
centration)  reached  for this  microalga  was  4.46 ±  0.42  mg Cd/L  when  the  sulphate  concentration  added
to  the  culture  medium  was  also  1 mM.  An  increase  in  the  sulphate  concentration,  in  deﬁcient  environ-
ments,  could  alleviate  the toxic  effect  of this  metal;  however,  a  relative  excess  is  also  negative.  The results
obtained  showed  a  substrate  inhibition  for this  nutrient.  An uncompetitive  model  for  sulphate  was chosen
to  establish  the  mathematical  model  that  links  both  factors.. Introduction
The use of metals has increased exponentially from the Indus-
rial Revolution. As result, metals can reach high concentrations,
specially near the discharge site. The large increase in the cir-
ulation of these elements through the environment and their
nevitable transfer to the human food chain remains an important
nvironmental issue, which entails some unknown health risks for
uture generations. For a long time, cadmium has been classiﬁed
s one of the most dangerous metals for organisms (Mislin and
avera, 1986). After mercury and lead, it is the next most impor-
ant metal as environmental pollutant. In particular, cadmium is
ne of the most hazardous metals for ecosystems, contributing
o their deterioration. This metal represents a serious health haz-
rd to man  and animals (Järup, 2003; WHO, 1992). The basis of
∗ Corresponding author. Departamento de Biología Celular y Molecular, Labora-
orio de Microbiología, Facultad de Ciencias, Universidade da Corun˜a, Campus da
apateira s/n, 15071 La Corun˜a, Spain. Tel.: +34 981 167000; fax: +34 981 167065.
E-mail address: torres@udc.es (E. Torres).
166-445X/$ – see front matter ©  2014 Elsevier B.V. All rights reserved.
ttp://dx.doi.org/10.1016/j.aquatox.2013.12.034© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.
cadmium toxicity lies on the competition with essential metals
(Brzóska and Moniuszko-Jakoniuk, 2001; Noël et al., 2006; Pawlik-
Skowron´ska, 2001; Prévot and Soyer-Gobillard, 1986; Sunda and
Huntsman, 1996) and its very strong afﬁnity to biological structures
containing—SH groups (mainly enzymes) (Jacobson and Turner,
1980; Stohs and Bagchi, 1995). This toxicity affects all organisms,
but especially those in direct contact with the metal, such as
microalgae. For this reason, they need to develop diverse tolerance
mechanisms in order to prevent or neutralize its potential toxic
effect.
In microalgae, one of these intracellular mechanisms involves
organic complexation of trace metals to maintain their concentra-
tions at non-toxic levels. The two  best-characterized metal-binding
ligands in plants, fungi and algae are phytochelatins (PCs) and
metallothioneins (MTs) (Cobbett and Goldsbrough, 2002). MTs  are
cysteine-rich polypeptides encoded by genes; however, PCs are
enzymatically synthesized cysteine-rich peptides of low molec-
ular weight (Rauser, 1990). The most common structure of PCs
is formed by only three amino acids: glutamic acid (Glu), cys-
teine (Cys) and glycine (Gly), with the Glu and Cys residues linked
through a -carboxylamide bond. PCs form a family of compounds
oxicology 148 (2014) 92– 103 93
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Table 1
Composition of the culture medium for the experiments.
Compound (g/L)
NaNO3 0.250
KH2PO4 0.175
K2HPO4 0.075
Na2SO4 Variable
MgCl2 0.029
CaCl2·2H2O 0.029
NaCl 0.025
CoCl2·6H2O 4.0 × 10−3
MnCl2·4H2O 1.8 × 10−3
FeCl3·6H2O 5.1 × 10−4
MoO4Na2·2H2O 3.9 × 10−4
H3BO3 2.0 × 10−4
ZnCl 1.1 × 10−4R. Mera et al. / Aquatic T
ith increasing repetitions of the -Glu–Cys dipeptide followed
y a terminal Gly, resulting a structure: (-Glu–Cys)n–Gly, where
 is generally in the range of 2–11, depending on the organism
Steffens, 1990; Torres et al., 1997; Zenk, 1996). Different isoforms
re currently known (Bräutigam et al., 2011). PCs are structurally
elated to the tripeptide glutathione (GSH; -Glu–Cys–Gly) which
s the substrate for the biosynthesis of these peptides (Cobbett and
oldsbrough, 2002). This biosynthesis is catalyzed by the enzyme
hytochelatin synthase (PCS), which is a -glutamylcysteine dipep-
idyl transpeptidase (E.C.2.3.2.15) (Vatamaniuk et al., 2004). This
nzyme is activated by certain metal ions, Cd2+, Ag+, Cu2+, Au+, Zn2+,
e2+, Hg2+ and Pb2+ (Chen et al., 1997). However, Cd2+ is the most
otent activator (Grill et al., 1987). The role of PCs in the metal
olerance is known since long ago. The main property of these pep-
ides is their metal-binding capacity through the thiol group of the
ysteine residues (Mason and Jenkins, 1995). These thiol groups
llow PCs to bind with high afﬁnity to metal ions and thereby to
orm a strong PC–metal complex. This property of forming strong
etal complexes, for example with cadmium ions, is also due to
he ability to incorporate high levels of inorganic sulphide (Mehra
t al., 1994). This incorporation into PC–Cd complex results in S2Cd
rystal formation, which can store cadmium more effectively, the
hiol peptides acting as a coating of these crystals (Dameron and
inge, 1990). Finally, the PC-metal complex could end up in the
ell vacuolar system (Heuillet et al., 1986; Ortiz et al., 1995).
Knowing and understanding these tolerance mechanisms may
ot be sufﬁcient in an environmental framework. Thus, the knowl-
dge of the environmental factors that can inﬂuence them may  be
mportant from an environmental point of view for improving a
olluted environment and contribute to its bioremediation. Sul-
hur is an essential macroelement that plays an important role
n the physiological processes of living organisms. It is found in
any molecules, from amino acids to vitamins. Plants, algae, yeasts
nd most prokaryotes cover their demand for reduced sulphur by
eduction of inorganic sulphate, which is then incorporated into
rganic compounds in its reduced form. This sulphate assimilation
athway involves the ﬁnal biosynthesis of cysteine and methi-
nine (Hell et al., 2008; Wirtz and Droux, 2005). Cysteine is of
articular interest in relation to metals because, as mentioned,
his sulphur-containing amino acid is required for the GSH and PC
iosynthesis, thus being an important pathway in the cadmium tol-
rance. Because of this, it would be interesting to study what would
e the effect of a different bioavailability of sulphur in the envi-
onment on the tolerance to cadmium. In fact, in plants, a higher
ulphur availability in soil allowed the GSH content to increase and
his helped in reducing cadmium toxicity (Anjum et al., 2008). In
quatic environments the sulphate content is variable, it is usually
ound in low (about 0.01–0.5 mM)  concentrations in most freshwa-
er systems, which is much lower than in seawater, 28 mM (Holmer
nd Storkholm, 2001). Given this reasoning, high sulphate lev-
ls could lead to a higher cadmium tolerance due to an increase
n the biosynthesis of low-molecular mass thiols. This palliative
ffect on cadmium toxicity has not been studied intensively in
quatic environments with microalgal cells and could have interest
n bioremediation and implementation of clean-up technologies for
admium polluted environments.
The aim of the present study was to investigate, using a
ifactorial experimental design, the effect of different sulphate con-
entrations in the culture medium on cadmium toxicity in the
reshwater microalga Chlamydomonas moewusii. This experiment
as conducted in order to identify possible interactive effects
etween cadmium and sulphate on cell growth and the biosyn-
hesis of low-molecular mass thiol compounds in this microalga.
he kinetic parameters for sulphate utilization as nutrient under
admium toxicity and the effects of this metal on them were also
btained.2
CuCl2 4.3 × 10−5
pH = 6.8
2. Material and methods
2.1. Microorganism and culture conditions
The microalgal species chosen for this study was Chlamy-
domonas moewusii Gerloff (strain CCAP 11/5B). This strain was
obtained from the Culture Collection of Algae and Protozoa, Fresh-
water Ecology Institute (Cumbria, UK). Cells of this freshwater
microalga were grown and maintained in modiﬁed Bristol medium
(Brown et al., 1967) sterilized at 121 ◦C for 20 min. The composition
of the culture medium is shown in Table 1. Different amounts of
Na2SO4 were added depending on the experiments. Cultures were
maintained at 18 ± 1 ◦C under a light intensity of 68 E/(m2 s) using
cool ﬂuorescent light with a light/dark cycle of 12:12 h. Natural
sterile air was constantly bubbled at a ﬂow rate of 10 L/min.
2.2. Chemicals
All chemicals used for the culture medium (Table 1) were
of the highest purity available, cadmium chloride 2½-hydrate
(CdCl2·2½ H2O), orthophosphoric acid (H3PO4), boric acid (H3BO3),
hydrochloric acid (HCl), sodium hydroxide (NaOH), mono-
bromobimane (C10H11N2O2Br), sodium borohydride (NaBH4),
diethylenetriaminetetraacetic acid anhydride (DTPA, C14H19N3O8),
Lugol’s (I2-KI), standards of Cys, -Glu–Cys and GSH were pur-
chased from Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO,  USA). Standards of
phytochelatins were purchased from AnaSpec, Inc. (Fremont, USA).
Filters were obtained from Millipore (Millipore Ibérica, Spain). The
different reagents, buffers and culture media were prepared with
Milli-Q® water obtained from a Milli Q Plus system (Millipore
Ibérica, Spain).
2.3. Cadmium and sulphate stock solutions
A cadmium stock solution was prepared by dilution of cadmium
chloride 2½-hydrate in Milli-Q water to obtain a concentration of
10 g Cd(II)/L. This solution was  ﬁltered through a 0.22 m Millipore
ﬁlter.
Sulphate stock solutions were prepared by dilution of anhy-
drous sodium sulphate in Milli-Q  water to obtain concentrations
of 0.05, 0.5, 20 and 250 mM.  These solutions were ﬁltered through
a 0.22 m Millipore ﬁlter and sterilized at 121 ◦C for 20 min.
2.4. Monobromobimane stock solutionA monobromobimane (mBrB) stock solution was prepared by
dissolving 25 mg  mBrB in 1 mL dimethyl sulphoxide to obtain a
concentration of 0.1 M.  This solution was  stored at −20 ◦C.
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.5. Experimental design, cadmium and sulphate treatments
C. moewusii was cultured in sterilized 500 mL Pyrex glass bot-
les for 4 days with the conditions listed above. In order to study
he sulphate effect on cadmium tolerance in this microalga, a bifac-
orial experiment was used. The experimental design (cadmium
evel vs. sulphate concentration) consisted of a speciﬁc cadmium
oncentration treated with various sulphate concentrations (one
n each experiment). Thus, an appropriated volume of sodium sul-
hate stock solution was added to the culture medium to obtain the
ominal SO42− concentrations of 0.0001, 0.00025, 0.0005, 0.001,
.0025, 0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2, 3 and 5 mM.  An
ppropriate volume of cadmium stock solution was  added to these
ultures to obtain a nominal cadmium concentration of 1, 2, 4, 6
r 8 mg/L. Finally, the inoculum, taken from a culture that was in
 sulphate-free culture medium for 21 days to decrease the cellu-
ar pool of organic sulphur, was added. Initial cell density in the
ssays was 40 × 104 cells/mL. Control cultures without cadmium
nd sulphate were also included. There were 102 treatments, each
reatment was carried out in triplicate (306 treatments in total).
.6. Growth measurement and kinetic studies
Growth of the microalgal cultures was measured daily by count-
ng aliquots in an improved Neubauer haemocytometer chamber
Marienfeld-Superior, Germany) after ﬁxation with Lugol’s solu-
ion and using a phase-contrast light microscope, Nikon Labophot
Nikon, Japan). This growth was expressed as cell density (×104
ells/mL) ± standard error for all replicates of each treatment. The
peciﬁc growth rate () during the time of culture, expressed as
/d, was also calculated from the following equation:
 =
[
Ln (Nt) − Ln (N0)
Ln (2) (t − t0)
]
(1)
here N0 and Nt are the number of cells/mL at initial and ﬁnal time
f the exponential growth period, and t0 and t are the corresponding
imes (days).
Three mathematical models (substrate inhibition models)
or the C. moewusii growth with respect to sulphate (adapted
rom enzyme kinetics), competitive, uncompetitive and non-
ompetitive (Eqs. (2)–(4)), were tested to better predict the
xperimental data:
 = mS
Ks
(
1 + S/KI
)
+ S
(2)
 = mS
Ks + S + S2/KI
(3)
 = mS
(Ks + S)
(
1 + S/KI
) (4)
here  is the speciﬁc growth rate, m is the speciﬁc growth con-
tant (1/d), S is the sulphate concentration (mM),  Ks is the afﬁnity
onstant or substrate saturation constant (mM)  and KI is the inhi-
ition constant, which numerically equals the highest substrate
oncentration (mM)  at which the speciﬁc growth rate is equal to
ne half the maximum speciﬁc growth. The equations were ﬁtted
o the obtained growth data by means of a nonlinear regression.
he parameters m, Ks and KI were estimated from this regression.
Finally, the cadmium concentration corresponding to the
edian effective concentration (EC50, metal concentration thateduces the population growth to 50% of the control) for this
icroalga was calculated using a log concentration-response curve
or each sulphate treatment. The log [Cd] vs. the difference between
he ﬁnal cell densities (4 days of culture) obtained for each cadmiumogy 148 (2014) 92– 103
concentration and the control without cadmium were plotted and
a nonlinear regression was  performed. The EC50/4d was calculated
from the regression equation obtained.
Curve ﬁtting and analyses were performed using SigmaPlot 12.5
(Systat Software Inc., Chicago).
2.7. Extraction and derivatization of biological samples for
low-molecular mass thiol compound determination
C. moewusii cells were harvested by centrifugation (4000 × g,
10 min) after 4 days of growth and stored at −80 ◦C until the analy-
sis. Low-molecular mass thiol compounds were extracted from the
frozen samples and derivatized with monobromobimane (mBrB)
that speciﬁcally labels sulfhydryl-containing compounds. The pro-
cedure was adapted from Pérez-Rama et al. (2005). Frozen samples
were resuspended in an appropriated volume of 0.1 M HCl. The cells
were broken and homogenized with an ultrasonic cell disrupter in
ice bath at 4 ◦C for 8 min  (steps of 2 min) and at 126 m,  using a
Labsonic® P ultrasonic homogenizer (Sartorius AG, Germany). Cell
debris was  removed by centrifugation (13,000 × g, 10 min, 4 ◦C).
500 L of this extract were added to 500 L of freshly prepared
derivatization buffer. This buffer was made up of 1 M sodium borate
(pH = 9), 1 mM DTPA and 5 mg/mL  NaBH4 as reducing agent. Once
the solutions were mixed, the mixture was incubated at 4 ◦C in
ice bath for 20 min. 8 L of 0.1 M mBrB were added to the mixture
and incubated at room temperature for 1 h in darkness. Afterwards,
the mixture was centrifuged (13,000 × g, 10 min, 4 ◦C). Finally, a
supernatant volume of 500 L was  transferred to a new vial and
stored at −80 ◦C until the injection into the electrophoretic system.
Standards of cysteine, -Glu–Cys, GSH and phytochelatins were
derivatized in the same way as the biological samples in order to
identify and quantify the different peaks.
2.8. Characterization and quantiﬁcation of the low-molecular
mass thiol compounds derivatized with mBrB
A capillary zone electrophoresis technique was used to sepa-
rate, identify and quantify the diverse low-molecular mass thiol
compounds (cysteine, GSH, -Glu-Cys and phytochelatins) in the
derivatized biological samples. The equipment used was a HP3DCE
(Capillary Electrophoresis System; Agilent Technologies, Wald-
bronn, Germany) equipped with a photodiode array detector.
The capillary electrophoresis conditions were adapted from
Pérez-Rama et al. (2005). An uncoated fused silica capillary (Com-
posite Metal Services Ltd., UK) with an internal diameter of 50 m,
375 m external diameter, 38 cm total length and 30 cm effec-
tive length was  used. The temperature of the cassette containing
the capillary was maintained at 25 ± 1 ◦C with an air coolant con-
trol system. Prior to the runs, the capillary was rinsed with 1 M
NaOH followed by deionized Milli-Q  water under a 50 mbar inter-
nal pressure, each for 3 min. Then, the capillary was reﬁlled with
an electrolytic solution of 100 mM sodium phosphate (pH = 1.86)
as running buffer. This electrolytic solution was  ﬁltered through a
0.22 m Millipore ﬁlter and degassed before use. The protocol for
each run consisted in a 3 min  pre-rinse with the electrolytic solution
followed by the sample injection.
The derivatized samples were loaded into the anodic inlet end of
the capillary by hydrodynamic injection at 50 mbar internal pres-
sure applied for 9 s. A voltage of +17 kV was  used to perform the
separation. Detection was set to a wavelength of 390 nm. All sep-
arations were carried out at least in duplicate. System control,
data collection, processing and analyses of electropherograms were
performed using the Agilent ChemStation Software (Agilent Tech-
nologies).
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.9. Statistical analysis
Data were expressed as means ± standard error. All data were
nalyzed using the statistical program SPSS 21.0 (SPSS Ibérica,
pain). A two-factor analysis of variance (ANOVA) was used to
etect a possible interaction between cadmium and sulphate.
inally, data were compared with the post-hoc Tukey’s multiple
omparisons test, for a signiﬁcance level of 5% (p < 0.05).
. Results
.1. Effects of cadmium and sulphate on the C. moewusii growth
These effects were studied during 4 days of culture using a bifac-
orial design. The statistical analysis of the data by ANOVA showed
igniﬁcant differences in the ﬁnal cell density of the cultures for
oth factors (F = 33, p < 0.05) (Table 2).
In cultures without cadmium, the sulphate concentrations
ssayed showed an enhanced the C. moewusii growth. This effect
as directly proportional to the concentration of this macronutri-
nt (Fig. 1). The highest ﬁnal cell density was obtained when the
ulphate concentration initially added to the culture medium was
.1 mM.  Therefore, since sulphate is a macronutrient, the optimum
oncentration obtained in these experiments was 0.1 mM for the
nitial cell density used. However, a decrease in the ﬁnal cell den-
ity occurred from this concentration, which was also proportional
o the sulphate concentration. This result indicated that there was
ubstrate inhibition at sulphate concentrations higher than 0.1 mM.
he ANOVA test and post-hoc analysis (p < 0.05) revealed that these
ffects were signiﬁcant and therefore, sulphate exerted a beneﬁ-
ial effect on the growth of this microalga. This beneﬁcial effect
ecreased from the concentration of 0.1 mM.
able 2
esults from ANOVA of the sulphate and cadmium effect on the ﬁnal cell density of Chlam
Factor Root mean square (RMS) Type-III sum 
Between s
Sulphate 1.2E + 13 1.8E + 14 
Cadmium 6.1E + 13 3.1E + 14 
Sulphate × cadmium 1.6E + 12 1.3E + 14 
Error 4.7E + 10 5.4E + 13 
Total  2.2E + 15
Corrected total 8.0E + 14ogy 148 (2014) 92– 103 95
Regarding the cadmium effect, an inhibition on the C. moewusii
growth was  directly proportional to the metal concentration
(Fig. 1). This inhibitory effect increased progressively in the cul-
tures treated with 1 to 6 mg  Cd/L, presenting a reduction in the
ﬁnal cell density. Cultures treated with the highest cadmium con-
centration (8 mg/L) showed a total growth inhibition until the last
day of culture. The ANOVA and Tukey’s test (p < 0.05) revealed a
signiﬁcant cadmium effect on the C. moewusii growth after 4 days
of exposure.
The ANOVA also revealed a statistically signiﬁcant interaction
between both factors, which is an important aspect to take into
account in the process of tolerance to this metal. A 16% of effect
sizes could be explained as effect of the sulphate-cadmium inter-
action (Table 2). Each individual factor had a signiﬁcant effect on
the cell growth of this microalga. Cadmium was identiﬁed as the
most important factor of both, because 38% of effect sizes were due
to this metal, while the sulphate effect was only 23%. That is, the
toxic effect of had a greater weight than the beneﬁcial effect of sul-
phate as a nutrient on the growth of this microalga. The interaction
between both factors can also be seen in Fig. 1; when the sulphate
concentration increased, the toxic effect of cadmium was lower.
Cultures with low cadmium concentrations hardly grew or did not
grow at all when the sulphate concentrations were very low. How-
ever, these cultures grew in the control cultures without cadmium.
When the sulphate concentrations increased, the cultures with cad-
mium also increased their growth. In fact, C. moewusii cells treated
with high sulphate concentrations (0.1–5 mM)  had growth, even
at the highest cadmium concentrations (except 8 mg/L), allowing
growth at these concentrations. Therefore, C. moewusii required
higher sulphate concentrations with the increase of cadmium con-
centration. As cadmium concentration increased, a higher sulphate
concentration was  required to achieve a ﬁnal cell density close to
the ﬁnal cell density obtained in the cultures without cadmium.
Thus, Fig. 2 was  obtained when the amount of sulphate in which the
maximum ﬁnal cell density is reached, within each of the cadmium
concentration, is plotted against this cadmium concentration. It can
be observed from this ﬁgure that with the increase of cadmium in
the culture medium, a higher amount of sulphate was required to
achieve the corresponding maximum cell density. This maximum
was reached with a smaller amount of sulphate (0.1 mM)  in cultures
without cadmium.
The growth rate is another important parameter to use when
studying the effect of both factors on this microalga. The study of
this parameter revealed that the growth rate was  affected by both
factors. The cadmium effect was inversely proportional to its con-
centration (Fig. 3). An increase in the concentration of this metal led
to a decrease in the growth rate. The highest cadmium concentra-
tion (8 mg/L) caused the total inhibition of the growth rate. On the
contrary, sulphate had a direct effect on this parameter: as the sul-
phate concentration increased also the growth rate increased until
reaching a maximum value, different for each cadmium concen-
tration. The maximum growth rate was obtained in cultures with
0.1 mM sulphate. However, from these maximum values a decrease
in the growth rate was observed with the increase of sulphate con-
centration. These results clearly show the existence of substrate
ydomonas moewusii after 4 days of culture.
of squares F value p Value Effect size (%)
ubjects
253 0.000 23
1308 0.000 38
33 0.000 16
7
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Fig. 2. Sulphate concentrations in the culture medium necessary to achieve the
maximum ﬁnal cell density obtained for each cadmium concentration.
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.ium and sulphate concentrations (experimental data and model ﬁtting). The upper
gure is an enlargement of the interval 0–0.1 mM.
nhibition. The kinetic parameters obtained by ﬁtting to the three
rowth models studied are summarized in Table 3. It can be seen
hat uncompetitive and non-competitive models were able to pre-
ict the experimental results fairly well, the competitive model
eing the one that obtained the lowest correlation coefﬁcients. This
able also shows that an increase in the cadmium concentration
educed the speciﬁc cell growth constant (m) of this microalga.
he sulphate saturation constant (Ks) was higher with the increase
f cadmium concentration. Instead, the inhibition constant (KI) was
ower.
The uncompetitive model was chosen to establish a mathe-
atical model that links both factors. In this model, the sulphate Ta
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Table 4
Sulphate concentrations necessary to achieve the maximum growth rate in relation
to  the cadmium concentration, obtained by means of equation 5.
[Cd] (mg/L) [SO42−] (mM)
0 0.276
1 0.384
2 0.457
4 0.469
c
b
[
a
i
i
w
(
t
a
o
w

]
The synthesis of low-molecular mass thiol compounds in C.
moewusii exposed to different cadmium and sulphate concentra-
tions are shown in Figs. 6 and 7. The detected levels of the amino6 0.538
8 –
oncentration that yields the maximum growth rate (max) is given
y the following equation:
SO4
2−] = (KsKI)1/2 (5)
Thus, Table 4 shows the sulphate concentration necessary to
chieve the maximum growth rate (calculated by Eq. (5)) depend-
ng on the cadmium concentration. It can be observed that with the
ncrease in the metal concentration a higher sulphate concentration
as required.
Fig. 4 shows the relationship of each of the kinetic parameters
obtained with the uncompetitive model) vs. the cadmium concen-
ration. Substituting the equations obtained from the regression
nalyses of these data in Eq. (3), a model for the speciﬁc growth rate
f C. moewusii in terms of sulphate and cadmium concentrations
as obtained (Eq. (6)).
[
 =
(0.7075 − 0.0744 [Cd]) SO42−
0.0028 + 0.0072 [Cd] − 0.0007[Cd]2 +
[
SO4
2−]+ [SO42−
]2
/10.355
K
S 
(m
M
)
[Cd] (mg/L)
76543210
µ m
a
x
 
(1/
d)
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
R2 = 0.9682
y = 0.7075 -  0.0744 *x 
[Cd]  (m
[Cd]
210
K
I (
mM
)
8
10
12
14
16
18
20
22
24
26
28
R
y
Fig. 4. Kinetic parameters of the C. moewusii growth obtained wogy 148 (2014) 92– 103 97
Lines in Fig. 3 were drawn using Eq. (6). It can be seen that the
experimental data ﬁt well to the growth model derived. The corre-
lation coefﬁcients were higher than 0.97. Similarly, an equation for
non-competitive model (equation not shown) was  obtained, but in
this case, the correlation coefﬁcients were less than 0.92. For this
reason, this model was  not considered.
The EC50/4d values for cadmium estimated from concentration-
response curves and depending on the different sulphate
concentrations are shown in Fig. 5. From this ﬁgure it can be seen
that with the increase of sulphate concentration also the cadmium
tolerance of this microalga increased. Thus, considering the values
obtained for EC50 (based on nominal cadmium concentration), the
cadmium tolerance was proportional to the sulphate concentration
up to a maximum threshold. The EC50 estimated for low sulphate
concentration was only 0.5 mg  Cd/L; however, the maximum value
reached was  4.46 ± 0.42 mg  Cd/L with 1 mM sulphate in the culture
medium. A higher sulphate concentration than 1 mM did not pro-
duce a signiﬁcant increase in the tolerance, even a decrease in this
ability was observed.
3.2. Effects of sulphate and cadmium on the low-molecular mass
thiol compounds7 + 14.9533 × e(−0.8226×[Cd])
(6)
[Cd] (mg/L )
76543210
0.000
0.005
0.010
0.015
0.020
0.025
y = 0.0028 + 0.0072 * x - 0.0007 * x2
R2 = 0.9969
g Cd/L) vs mmax (1/d) 
[Cd] (mg Cd/L) vs Ks (mM) 
 (mg/L )
76543
2
 = 0.9945
 = 10.3557 + 14.953 3* e(-0.822 6*x)
ith the uncompetitive model vs. cadmium concentrations.
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Fig. 5. Cadmium EC50/4d values estimated for C. moewusii at the different sulphate
c
(
a
c
t
v
t
h
t
o
w
v
p
i
t
c

l
G
c
o
c
a
m
t
m
s
w
(
C
i
e
w
P
c
a
i
d
c
a
i
c
Although Monod-type models are often incorporated into growthoncentrations assayed. Lowercase letters denote differences among treatments
p  < 0.05).
cid cysteine were signiﬁcantly higher than those of other thiol
ompounds (GSH and -Glu–Cys) (Fig. 6). The cysteine concen-
ration increased with the cadmium concentration. The maximum
alues were obtained in the concentration of 6 mg/L, decreasing in
he following cadmium concentration. In addition, this amino acid
ad a progressive increase with the increase of sulphate concentra-
ion, reaching maximum values in medium–high concentrations
f this nutrient (≥0.01 mM)  (Fig. 6a). The levels of -Glu–Cys
ere always lower than those of the rest of thiols and did not
ary signiﬁcantly in relation to cadmium but varied with the sul-
hate concentrations. This thiol had a signiﬁcant increase with the
ncrease of the sulphate concentrations. In cadmium-free cultures,
his compound reached a maximum level when the sulphate con-
entration added to the culture medium was 0.1 mM.  The amount of
-Glu–Cys remained constant from this concentration. Neverthe-
ess, GSH synthesis was inﬂuenced by the action of both factors. The
SH levels decreased slightly with the increase of cadmium con-
entration for a given amount of sulphate. By contrast, the amount
f GSH had a signiﬁcant increase with the increase of the sulphate
oncentrations. In cadmium-free cultures, this compound reached
 maximum level when the sulphate concentration in the culture
edium was 0.1 mM.  The amount of GSH remained constant from
his concentration.
PCs were the most abundant thiols in the cultures with cad-
ium. PCs of two (PC2), three (PC3), four (PC4) and ﬁve (PC5)
ubunits, and their respective desglycine phytochelatins (dPCs)
ere identiﬁed in cultures of this microalga treated with this metal
Fig. 7). PCs were not detected in control cultures without metal.
. moewusii cultures treated with cadmium showed an increase
n the PC levels due to the increase in the metal concentration,
xcept in the highest concentration (8 mg/L). Furthermore, there
as a signiﬁcant increase in PCs of medium chain, the content in
C3 and PC4 was signiﬁcantly predominant with respect to other PC
hains. PC5 was only detected from cultures treated with 2 mg  Cd/L
nd it was the longest chain detected. Although cadmium clearly
nduced the PC synthesis, the amount synthesized was signiﬁcantly
ependent on the sulphate concentration. With the increase in the
oncentration of this compound, the amount of PCs was  higher for same concentration of metal (Fig. 7). The highest PC content was
n the combination of 4 mg  Cd/L and 1 mM sulphate, which also
orresponded with the highest EC50 value (Fig. 5).ogy 148 (2014) 92– 103
In addition, Figs. 6 and 7 show that the total thiol content
increased with the increase of cadmium and sulphate concentra-
tion. However, when the metal concentration was very high, this
tendency was reversed, reducing the total content of thiols synthe-
sized by the microalga. The highest content occurred in cultures
exposed to 4 and 6 mg  Cd/L and containing the highest sulphate
concentrations tested.
4. Discussion
Sulphur is an essential macroelement that plays a major role in
processes of growth and development of living organisms. In the
case of autotrophic organisms, sulphur is incorporated mainly from
sulphate and therefore this compound is an important nutrient.
However, when cadmium is present in the environment, sulphate
is much more than a simple nutrient, playing an indirect protec-
tive function against this toxic element. In fact, environmental
conditions are believed to be important for tolerance to metals.
Although there are many described environmental factors inﬂu-
encing the toxicity of metals, perhaps sulphate should have more
attention. In the present work, the protective effect of sulphate
was studied by exposing the freshwater microalga C. moewusii
to different cadmium concentrations in the presence of different
sulphate concentrations in the nutrient solution. This bifactorial
design allowed highlighting the interaction between these two fac-
tors. C. moewusii is a good model for these studies because it has
been commonly used as test microorganism in various genetical
(Lee et al., 1991), physiological (Bernstein, 1966) and toxicolog-
ical bioassays (studies with herbicides) (Prado et al., 2011); but
there are few data available regarding to metals (Suárez et al.,
2010) in this species. With the experimental design used in the
present work, it was  also possible to study the kinetic parame-
ters for sulphate utilization by this microalga and the effect of
cadmium on them. There are several studies in roots of higher
plants (Alves de Oliveira et al., 2009; Mendoza-Cózatl et al., 2005;
Nocito et al., 2006) and in Euglena gracilis (García-García et al.,
2012) on the sulphate uptake and the effect of cadmium on this
process, but there is little information about its behaviour as
nutrient in microalgal cells and the effect of cadmium on this
behaviour.
In the present work, C. moewusii cultures were kept without
sulphur in the nutrient solution for 21 days prior to experiments
to effectively remobilize their S-reserves and to better observe
the effect of sulphate. During this time, these cultures remained
viable (data not shown). When the results of the present work
were analyzed in the cadmium-free cultures, it was possible to
observe that sulphate is obviously a nutrient (Figs. 1 and 3) with
an optimum concentration of 0.1 mM for the experimental condi-
tions used in the present work. However, from this concentration
the opposite effect was observed, this nutrient would be in excess
generating a negative effect at higher concentrations. This response
was also found with Fontinalis antipyretica when it was  exposed
to high sulphate concentrations (up to 1500 mg/L) with the result
of signiﬁcant reductions in several biological parameters (Davies,
2007). The negative effects of this compound seem to be due to
the creation of an unsustainable osmotic imbalance between the
aquatic organisms and their surrounding environment. In fact, it
is known that this effect depends on the water hardness (Elphick
et al., 2011). C. moewusii appears to be quite sensitive to these
changes because such effects were already observed when the sul-
phate concentration in the medium was  higher than 0.1 mM (Fig. 1).simulations where complexity must be kept to a minimum, the
data obtained in the present work show that kinetics of sulphate
utilization as substrate by these microalgal cells is governed by an
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dig. 6. Production of cysteine, -Glu–Cys and GSH in C. moewusii cells in response 
f  exposure.
ncompetitive inhibition model (Figs. 3 and 4), in which the num-
er of active uptake sites limits the maximum uptake rate. The use
f this type of model allowed greater biological accuracy in the
resent study.
When cadmium was added to the culture medium, there was
 reduction of the C. moewusii growth, both in terms of ﬁnal cell
ensity and growth rate (Figs. 1 and 3). However, this effect waserent cadmium concentrations with different sulphate concentrations after 4 days
smaller than expected as sulphate concentration was  increased. All
cadmium concentrations caused a dramatic growth inhibition of
this microalga when the sulphate content in the medium was  low
(Fig. 1). The increase of sulphate allowed to alleviate this effect,
which can be easily observed when the cadmium EC50 was calcu-
lated for the different sulphate concentrations (Fig. 5). Thus, when
the sulphate concentration was the commonly used in the culture
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hFig. 7. Production of PCs in C. moewusii cells in response to different cadmiu
edia (approx. 0.5 mM),  the EC50 was 4.26 ± 0.29 mg  Cd/L. A simi-
ar result was obtained by Suárez et al. (2010) using this microalga
xposed to the same metal. They obtained a value of 4.1 ± 0.8 mg
d/L after 4 days of exposure and using Bristol as culture medium
n their experimental conditions. This culture medium contains a
otal sulphate concentration of 0.5 mM.  When the sulphate concen-
ration was raised to 1 mM,  the EC50 value increased still further,
eaching 4.46 ± 0.42 mg Cd/L. Precisely in these concentrations the
ighest content of thiol compounds was also obtained. Cadmiumcentrations with different sulphate concentrations after 4 days of exposure.
causes alterations in the regulation at the enzymatic and genetic
level of the cysteine and glutathione biosynthesis (Mendoza-Cózatl
et al., 2005). In aquatic plant species during cadmium stress, the
ATP sulfurylase activity increased between 1.5 and 3.5 times (Alves
de Oliveira et al., 2009); in E. gracilis cells exposed to this metal,
the activity of the sulphate transporters was signiﬁcantly increased
(García-García et al., 2012). These alterations appear to lead to
an increase in the biosynthesis of these compounds and ﬁnally
of PCs. PCs have a clear role in cadmium tolerance, supported by
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 range of biochemical and genetic evidences. Over time, several
tudies have demonstrated that cadmium is the strongest induc-
or of PC biosynthesis in several species (Ahner and Morel, 1995).
he PC synthesis is a common detoxiﬁcation response to cad-
ium in microalgal cells (Lavoie et al., 2009). As expected, in the
resent study, C. moewusii showed an increase in the PC levels when
he cadmium concentration increased (Fig. 7), the highest amount
f PCs being achieved in the cadmium concentration of 4 mg/L
around the highest EC50 value). However, the ability to synthe-
ize PCs was also strongly affected by the sulphate concentration.
he amount of PCs increased with the sulphate concentration at
he same time that also increased metal tolerance. The PC biosyn-
hesis is clearly dependent on sulphur metabolism. Due to this
elationship, the type and amount of low-molecular mass thiol
ompounds synthesized in response to cadmium also depended
n the sulphate concentrations. All soluble thiols synthesized by
. moewusii changed with cadmium and sulphate treatments. The
xposure to cadmium would induce an additional sink of sulphate
ue to the need to synthesize more thiol compounds (driven by
he PC biosynthesis). This need can be satisﬁed when the amount
f sulphate in the medium is sufﬁcient. Therefore, no step or
nzyme involved in this biosynthesis appears to be affected by the
oxic effect of cadmium. In fact, the data obtained in the present
ork showed that the increase in the amount of sulphate in the
edium allowed a higher tolerance to this metal since it pro-
oted a higher thiol compound biosynthesis. Nocito et al. (2002)
lso found that the rate of sulphate uptake by maize roots grown
n the presence of cadmium was twice that of the control. Some
tudies on the addition of sulphur to Cd-treated higher plants, as
rassica campestris,  have revealed an enhanced capacity for GSH
ynthesis due to S-fertilization. This application of sulphur helped
n reducing cadmium toxicity (Anjum et al., 2008). This reduc-
ion was also observed in the present study with C. moewusii, but
ere the PC content, more than the GSH content, was responsi-
le of this tolerance. Thus, in microalgae exposed to cadmium,
he increase of sulphate concentration allows an increase of PC
iosynthesis, increasing the tolerance to higher doses of this metal
Figs. 5 and 6).
However, PCs are not the unique intracellular defence against
he cytotoxic action of this metal in C. moewusii. Thus, in cultures
reated with cadmium was observed an increase in the intracellu-
ar levels of cysteine. This same fact was also reported by Suárez
t al. (2010) in this microalga. Cysteine could act as a defence
echanism not only for participating in PC biosynthesis but also
irectly as metal chelator. In fact, the cysteine content was higher
han that of GSH when cadmium was present in the medium. The
mount of GSH decreased only slightly with the increase in the PC
evels (Fig. 6). This would suggest that the intracellular GSH was
able 5
C50 values for cadmium obtained with different species of freshwater and marine micro
Microalgae species EC50/day (mg Cd/L) 
Freshwater microalgae
Pseudokirchneriella subcapitata EC50/4d = 0.009 
Chlamydomonas sp. EC50/12d = 22.48 
Chlorella sp. EC50/7d = 0.34 
Chlorella vulgaris EC50/4d = 0.10 
Desmodesmus subspicatus EC50/3d = 0.30 
Selenastrum capricornutum EC50/4d = 0.057 
Ankistrodesmus falcatus EC50/4d = 0.29
Chlorella pyrenoidosa EC50/4d = 6.69 
Marine microalgae
Isochrysis galbana EC50/5d = 0.74 
Tetraselmis gracilis EC50/4d = 1.8 
Tetraselmis suecica EC50/6d = 7.9 
Dunaliella salina EC50/4d = 48.9 ogy 148 (2014) 92– 103 101
consumed during the PC biosynthesis and replaced quickly by new
synthesis from the sulphur of the medium.
Another important effect of cadmium focuses on the effect that
this metal had on the kinetics of sulphate utilization. Cadmium
caused changes in the kinetics parameters. The half-saturation con-
stant (KS) is an index of afﬁnity to this nutrient, this constant
increased with the cadmium concentration, indicating a higher
need of sulphate to achieve half of the corresponding maximum
growth rate when the cadmium concentration increases in the cul-
ture medium. Instead, KI decreased, the amount of sulphate that
reduces the maximum growth rate is lower as cadmium increases,
that is, a synergistic effect can be observed when the sulphate
concentration exceeds the optimum. Eq. (6) was built taking into
account the effect of these two  factors on the kinetic parame-
ters and using an uncompetitive inhibition model. In this way,
it was  possible to model the cadmium effect on the growth of
this microalga as a function of the sulphate concentration in the
medium.
The toxicity of this metal has been veriﬁed in many studies
involving both freshwater and marine microalgae. Although tox-
icity to cadmium depends on culture conditions, some relevant
data obtained for other microalgae can serve as reference (Table 5).
These values seem to suggest that, in general, freshwater microal-
gae are more sensitive to this metal than their homologous marine
counterparts. One possible explanation, taking into account the
results of the present study, is that in marine environments there
is a higher abundance of sulphate, allowing an increased synthesis
of PCs and related compounds. For example, the marine microalga
Tetraselmis suecica exposed to cadmium showed higher values in
the amount of thiol compounds synthesized (Pérez-Rama et al.,
2006) compared with C. moewusii.
Finally, the results obtained in this study have an interesting
environmental impact. Taking into account this protective effect
of sulphate on cadmium toxicity, those environments in which
sulphate availability is low, a higher toxicity of this metal on
microalgal populations is expected. In contrast, sulphate-rich
environments could better tolerate its effects. One possible way
to act in environments contaminated with cadmium would
be to increase the bioavailability of sulphate, especially when
its bioavailability is low. However, it is necessary take into
account that high concentrations can have the opposite effect
(substrate inhibition). In addition, a desirable feature that the
designated organisms for bioremediation should have is an
efﬁcient mechanism for metal sequestration or inactivation.
Thus, a suitable increase in PC biosynthesis would improve the
results of cadmium removal. A higher sulphate bioavailability
could respond to this demand, generating a more successful
strategy.
algae.
Reference
(Källqvist, 2009)
(Aguilera and Amils, 2005)
(Kaplan et al., 1995)
(Rachlin and Grosso, 1993)
(Bas´cik-Remisiewicz et al., 2011)
(Turbak et al., 1986)
(Magdaleno et al., 1997)
(Bednarz and Warkowska-Dratnal, 1985)
(Yap et al., 2004)
(Okamoto et al., 1996)
(Pérez-Rama et al., 2002)
(Folgar et al., 2009)
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. Conclusions
Sulphate is an important nutrient not only for its essentiality but
lso for its indirect protective effect against cadmium toxicity. The
esults with the microalga C. moewusii showed that the increase
f sulphate in the nutrient solution allowed a higher tolerance to
admium. The EC50/4d increased with the increase of sulphate con-
entration, the highest value being 4.46 ± 0.42 mg  Cd/L when the
ulphate concentration added to culture medium was  1 mM.  The
ncrease in the amount of sulphate allowed for an increase in the
iosynthesis of low-molecular mass thiol compounds, such as phy-
ochelatins (important compounds for cadmium tolerance). This
esponse is only effective if the sulphate concentration is enough
o allow for the synthesis of these compounds to fulﬁl the high
emand for them generated by the presence of cadmium. From an
nvironmental perspective, it seems clear that an increase in the
ulphate concentration, in deﬁcient environments, could alleviate
he toxic effect of this metal; however, a relative excess of sulphate
s also negative. The results obtained show a substrate inhibition
or this nutrient.
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Abstract Sulphate is an essential nutrient for autotrophic or-
ganisms and has been shown to have important implications in
certain processes of tolerance to cadmium toxicity. Sodium
sulphate is the main salt of sulphate in the natural environ-
ments. The concentration of this salt is increasing in the aquat-
ic environments due to environmental pollution. The aim of
this study was to investigate, using an analysis of
isobolograms, the type and the degree of the interaction be-
tween Cd(II) and sodium sulphate in the freshwater microalga
Chlamydomonas moewusii. Two blocks of experiments were
performed, one at sub-optimal sodium sulphate concentrations
(<14.2 mg/L) and the other at supra-optimal concentrations
(>14.2 mg/L). Three fixed ratios (2:1, 1:1, and 1:2) of the
individual EC50 for cadmium and sodium sulphate were used
within each block. The isobolographic analysis of interaction
at sub-optimal concentrations showed a stronger antagonistic
effect with values of interaction index (γ) between 1.46 and
3.4. However, the isobologram with sodium sulphate at supra-
optimal concentrations revealed a slight but significant syner-
gistic effect between both chemicals with an interaction index
between 0.54 and 0.64. This synergic effect resulted in the
potentiation of the toxic effects of cadmium, synergy that
was related to the increase of the ionic strength and of two
species of cadmium, CdSO4 (aq), and Cd(SO4)2
2−, in the me-
dium. Results of the current study suggest that sodium
sulphate is able to perform a dual antagonist/synergist effect
on cadmium toxicity. This role was concentration dependent.
Keywords Cadmium toxicity . Sodium sulphate .
Interaction .Chlamydomonas moewusii . Isobolographic
analysis . Cadmium speciation
Introduction
Cadmium is one of the most toxic metals for the environment.
It has been listed in the so-called BBlack-list^ of the European
Community (Mason 2002; Mislin and Ravera 1986). This
metal has been distributed into aquatic environments mainly
from anthropogenic sources. In fact, the major cadmium
sources in water come from the use of fertilizers and mining
industries (phosphate fertilizers, 41 %; use of fossil fuels,
22 %; and iron and steel production, 17 %) (Van Assche
1998). This metal is usually considered as a non-essential
element, which is a real risk because it shows a high toxicity
and capacity of bioaccumulation in the food chain (Raskin
et al. 1997; Sanità di Toppi and Gabbrielli 1999). As result,
cadmium is a serious hazard to human health, plants, and
living species in general (Järup and Åkesson 2009). For these
reasons, the study of the factors influencing the toxicity of this
element is important from an environmental point of view. As
in other metals, external factors such as pH, salinity, and or-
ganic matter, or internal factors such as species-specific toler-
ance mechanisms influence the degree of toxicity of this met-
al. Recently, sulphate is emerging as an environmental factor
to be considered in the toxicity of cadmium for autotrophic
organisms (Mera et al. 2014; Nocito et al. 2002).
Plants, algae, yeast, and most prokaryotes cover their de-
mand for reduced sulphur by reduction of sulphate. Therefore,
sulphate is an important nutrient for autotrophic organisms
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and is the most stable sulphur form in oxidizing environments
of the Earth. In addition to this well-known function, sulphate
has been shown to have important implications in certain pro-
cesses of tolerance to environmental stress in different organ-
isms, mainly related to cadmium toxicity. A higher bioavail-
ability of sulphate has been associated with a lower toxicity of
this metal (Anjum et al. 2008; Gill and Tuteja 2011; Mendoza-
Cózatl et al. 2005; Mera et al. 2014). With this in mind, it
becomes evident that there is some type of interaction between
them. Both chemicals can be found simultaneously in the
environment, especially in those polluted with cadmium. In
most cases, sulphate is a common compound in aquatic natu-
ral environments and is well accessible. The concentration of
sulphate is usually fairly constant in marine environments. On
the contrary, in freshwater environments, a greater variation
occurs (about 0.96–48 mg/L) (Holmer and Storkholm 2001).
The most common salt of sulphate is sodium sulphate. The
concentration of this salt in aquatic ecosystems is increasing
due to anthropogenic discharges (fertilizers in agriculture,
mining industry, atmospheric deposition, etc.) since this salt
is one of the most important minerals in the chemicals indus-
try. For this reason, sodium sulphate can be the dominant
contributor to salinity (Bowell 2000). Because of this and of
the relationship between cadmium and sulphate, it would be
interesting to study what would happen when an environment
polluted with this metal undergoes an increase in the concen-
tration of sodium sulphate. However, there is little available
information about the type of interaction between cadmium
and sulphate and its intensity. The study of the combined
toxicological effects (interaction) that may occur from expo-
sures to different chemicals in mixtures is a field that is cur-
rently having a great relevance because most toxicological
studies focus only on individual compounds. Thus, the results
obtained can be essential for evaluating the combined effects
of cadmium and sodium sulphate. In addition, this information
would be important to improve the tolerance of these organ-
isms to cadmium stress and the algae-based biotechnologies
for bioremediation of this metal (Hamdy 2000; Radway et al.
2001; Torres et al. 1998; Travieso et al. 1999).
The analysis of isobolograms is a method proposed for the
assessment of combined effects of chemicals (Loewe 1927).
This method provides a rigorous evaluation of the interaction
between two active substances. The isobolographic analysis
provides a basis for evaluating whether biological responses
induced by mixtures of chemicals are additive, synergistic, or
antagonist reactions (Gessner and Cabana 1970). The
isobologram (derived from iso, equal+bol, effect) of binary
mixtures constitutes a graphical representation of the interac-
tion in two dimensions (Gessner 1995). In general, if the
chemical pair has improved its potency relative to each chem-
ical alone, the combination is synergistic; if potency remains
unchanged, the effect is additive, and if potency is reduced,
the effect is antagonistic.
In the present study, the type and the degree of interaction
between cadmium (II) and sodium sulphate were investigated
by an isobolographic analysis, using the freshwater microalga
Chlamydomonas moewusii as test microorganism. The degree
of interaction was evaluated from an interaction index.
Material and methods
Microorganism and culture conditions
The microalgal species chosen for this study was C. moewusii
Gerloff (strain CCAP 11/5B). This strain was obtained from
the Culture Collection of Algae and Protozoa (Cumbria, UK).
Cells of this freshwater microalga were cultured and main-
tained in modified Bristol medium sterilized at 121 °C for
20 min. The composition of the culture medium is shown in
Table 1. Different amounts of Na2SO4 were added depending
on the experiments. Cultures were maintained at 18±1 °C
under a light intensity of 68μmol/(m2s) using cool fluorescent
light with a light/dark cycle of 12:12 h. Natural sterile air was
constantly bubbled at a flow rate of 10 L/min.
Chemicals
All chemicals used for the culture medium (Table 1), cadmium
chloride 2 ½-hydrate (CdCl2·2½ H2O), and Lugol’s solution
(I2-KI) were of the highest purity available, and they were
purchased from Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA). The
different reagents, dilutions, and culture media were prepared
with Milli-Q® water obtained from a Milli-Q Plus system
(Millipore Ibérica, Spain).
Growth measurement
Growth of the microalgal cultures was measured as cell con-
centration by counting aliquots in an improved Neubauer he-
mocytometer chamber (Marienfeld-Superior, Germany) after
fixation with Lugol’s solution and using a phase-contrast light
microscope, Nikon Labophot (Nikon, Japan).
Experimental design and EC50 determination
Since previous results with this microalga showed that the
optimal concentration of sodium sulphate for this microalga
was 14.2 mg/L (0.1 mM) (Mera et al. 2014), the interaction
experiments of cadmium with this salt were divided in two
blocks of experiments, one at sub-optimal concentrations of
sodium sulphate and the other at supra-optimal.
Both blocks of experiments were conducted in the same
way. C. moewusii was cultured with the conditions listed
above in sterilized 250-mL Pyrex glass bottles, previously
washed with hydrochloric acid and distilled water. Different
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nominal concentrations of sodium sulphate or cadmium (or
both) were added to the culture medium. Finally, the inocu-
lum, taken from a culture that was in a 21-day free-sulphate
culture medium to decrease the cellular pool of organic sul-
phur, was added. All procedures were performed under aseptic
conditions of handling and transfer. The initial cell density in
the assays was 4×105 cells/mL.
After 96 h of culture, the growth was evaluated as previ-
ously described and used as an endpoint. The inhibitory effect
on the growth of this microalga was expressed as percentage
of inhibition. The effect selected was the median effective
concentration value (EC50, concentration of the chemical that
reduces the population growth to 50 % of the control). The
EC50 of cadmium, sodium sulphate, and combinations of both
for this microalga was calculated by non-linear regression of
the sigmoidal dose–response function (four-parameter logistic
regression) whose equation is
y ¼ Aþ B−A
1þ xC
 D
where A is the value for the minimum asymptote, B is the
value for the maximum asymptote, C is the point of inflection
(estimated value of EC50), and D is the Hill’s slope of the
curve.
Analysis of the interaction
An isobolographic analysis was used to characterize the inter-
action between cadmium and sodium sulphate (Gessner 1995;
Tallarida et al. 1989). Isobolographic analysis of interaction is
a mathematical method that allows the precise characteriza-
tion of interactions between drugs or chemicals. Five groups
of experiments were assigned to each of the two blocks (sub-
optimal and supra-optimal) consisting of different proportions
(fixed ratio) of sodium sulphate and cadmium. Table 2 shows
the nominal concentrations used in each group of experiments
for the block of sub-optimal concentrations of sodium sul-
phate. Groups A and E were used to determine the EC50 of
the individual compounds. The group Awas established with
a minimum concentration of sodium sulphate (0.04 mg/L) in
which the growth allowed the significant calculation of the
cadmium EC50. In the same way, Table 3 shows the nominal
concentrations used for each group of experiments in the
block of supra-optimal concentrations of sodium sulphate.
The groups A and E were also used to determine the EC50
of the individual compounds and, in this case, the group A
was established with the optimal concentration of sodium
sulphate (14.2 mg/L). The concentrations of the groups B,
C, and D in both blocks were obtained using different ratios
(2:1, 1:1, 1:2) of the EC50 values obtained from the individ-
ual compounds in their respective blocks, as explained be-
low. Each group of experiments was carried out in triplicate.
In total, 68×3=204 pairs of combinations were used in the
experiments.
The isobologram was constructed using a standard
method (Tallarida 1992). The individual EC50 values for
cadmium and sodium sulphate were plotted on the x- and y-
axes, respectively. A straight line joining these values is
the theoretical additive line. All points on this line repre-
sent the pair of theoretical additive concentrations for the
compounds administered together that produce the same
level of effect (EC50) that the compounds administered
individually. These theoretical additive concentrations
(Zadd) for each combination in the same component ratio
(2:1, 1:1, 1:2) were computed from the concentrations of
EC50 of the single compounds according to the equation
described by Tallarida (1992) but with a modification:
Zadd ¼ f * Cd½ 50 þ 1− fð Þ* Na2SO4½ 50 þ Na2SO4½ 0
  ð1Þ
where [Cd]50 is the cadmium concentration corresponding
with the EC50, [Na2SO4]50 is the EC50 of sodium sulphate,
[Na2SO4]0 is the minimum concentration of sodium sul-
phate used in each block of experiments, and f is the frac-
tion of cadmium EC50 in the combination. f is equal to 1/3
in the combination 1:2, 1/2 in the combination 1:1, and 2/3
in the combination 2:1. For example, the combination 1:2
was composed of 1/3 of the cadmium EC50 and 2/3 of the
sodium sulphate EC50. The introduction of the term
[Na2SO4]0 is because a minimum concentration of sodium
sulphate was necessary to perform the experiments and
thus be able to calculate the cadmium EC50 in the sub-
optimal range. This minimum value was established in
0.04 mg sodium sulphate/L. Similarly, the experiments in
the supra-optimal range were established on the basis of
the optimal concentration of sodium sulphate, 14.2 mg/L.
Table 1 Composition of
the culture medium for
the experiments
Compound g/L
NaNO3 0.250
KH2PO4 0.175
K2HPO4 0.075
Na2SO4 Variable
MgCl2 0.029
CaCl2·2H2O 0.029
NaCl 0.025
CoCl2·6H2O 4.0x10
−3
MnCl2·4H2O 1.8×10
−3
FeCl3·6H2O 5.1×10
−4
MoO4Na2·2H2O 3.9×10
−4
H3BO3 2.0×10
−4
ZnCl2 1.1×10
−4
CuCl2 4.3×10
−5
pH=6.3±0.1
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Five concentrations (twofold serially diluted) around each
fixed-ratio combination (2:1, 1:1, and 1:2, groups B, C, and D,
respectively) were prepared (Tables 2 and 3), maintaining the
component ratio constant, in order to generate a range of six
concentrations, which were then analyzed under standard
growth conditions of the microalga to provide dose–response
curves and a EC50 for each component in the combination.
The experimental concentration (Zexp) is the total
concentration of both components in the combination that
produces this EC50 effect. These experimental values obtained
from the three fixed-ratio combinations assayed, which cause
the EC50 effect, were plotted against the theoretical additive
line and compared with the theoretical values of additivity
(Zadd) obtained with the Eq. 1 for each of the three combina-
tions assayed. It is considered that when the point falls below
the additive line, the mixture is synergistic, and when the point
falls above the line, the combination is antagonistic.
Table 2 Nominal concentrations of cadmium (II) and sodium sulphate
used to determine the interaction at sub-optimal sodium sulphate
concentrations
Sub-optimal
Group
[Cd(II)]
(mg/L)
[Na2SO4]
(mg/L)
Fixed ratio
(cadmium: sodium sulphate)
A 0.01 0.04 –
0.02 0.04 –
0.05 0.04 –
0.08 0.04 –
0.10 0.04 –
0.25 0.04 –
0.50 0.04 –
B 0.29 1.64 2:1
0.15 0.82 2:1
0.07 0.41 2:1
0.04 0.20 2:1
0.02 0.10 2:1
0.01 0.05 2:1
C 0.88 9.46 1:1
0.44 4.73 1:1
0.22 2.36 1:1
0.11 1.18 1:1
0.06 0.59 1:1
0.03 0.30 1:1
D 0.15 3.09 1:2
0.07 1.55 1:2
0.04 0.77 1:2
0.02 0.39 1:2
0.01 0.19 1:2
0.01 0.10 1:2
E 0.00 0.04 –
0.00 0.10 –
0.00 0.15 –
0.00 0.30 –
0.00 0.70 –
0.00 1.50 –
0.00 3.50 –
0.00 7.00 –
0.00 14.20 –
The fixed ratio is around the combination of the EC50 values obtained
individually for both chemicals
Table 3 Nominal concentrations of cadmium (II) and sodium sulphate
used to determine the interaction at supra-optimal sodium sulphate
concentrations
Supra-optimal
Group
[Cd(II)]
(mg/L)
[Na2SO4]
(mg/L)
Fixed ratio
(cadmium: sodium sulphate)
A 0.00 14.20 –
0.50 14.20 –
1.00 14.20 –
2.00 14.20 –
4.00 14.20 –
6.00 14.20 –
8.00 14.20 –
B 8.26 1733.69 2:1
4.13 866.85 2:1
2.07 433.42 2:1
1.03 216.71 2:1
0.52 108.36 2:1
0.26 54.18 2:1
C 6.20 2572.13 1:1
3.10 1286.06 1:1
1.55 643.03 1:1
0.78 321.52 1:1
0.39 160.76 1:1
0.19 80.38 1:1
D 4.13 3410.57 1:2
2.07 1705.28 1:2
1.03 852.64 1:2
0.52 426.32 1:2
0.26 213.16 1:2
0.13 106.58 1:2
E 0.00 14.20 –
0.00 35 –
0.00 70 –
0.00 300 –
0.00 700 –
0.00 1400 –
0.00 3500 –
0.00 7000 –
0.00 20000 –
The fixed ratio is around the combination of the EC50 values obtained
individually for both chemicals
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The interaction index, denoted by γ, was calculated by the
isobolar relation:
γ ¼ a½ 
.
Cd½ 50 þ b½ 
.
Na2SO4½ 50 ð2Þ
where [Cd]50 and [Na2SO4]50 are the individual concentra-
tions of cadmium and sodium sulphate that produce the spe-
cific effect (EC50), and [a] and [b] are relative concentrations
of cadmium and sodium sulphate in their combinations that
produce this same effect. If γ=1 the interaction is additive, if γ
<1 it is super-additive (synergistic) and if γ>1 it is sub-
additive (antagonistic).
Effect of different concentrations of sulphate ion
at the same ionic strength
To determine the effect of the sulphate ion, an experiment was
conducted with different concentrations of sulphate at the
same initial ionic strength. Two sets of experiments, one with
0 mg Cd(II)/L and another with 2 mg Cd(II)/L, were per-
formed. Ionic strength of the media was calculated by means
of Visual MINTEQ software, assuming ideal behavior and
molarity concentrations. The theoretical ionic strength used
as reference for these experiments was that calculated from
the culture medium containing a concentration of 1000 mg/L
of sulphate; this value was 37 mM. The sulphate concentra-
tions tested were 0, 0.01, 0.02, 0.05, 0.10, 0.25, 0.50, 1.00,
2.50, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 500, and 1000 mg/L. The
ionic strength of each of these media was previously calculat-
ed with Visual MINTEQ. The difference in the theoretical
ionic strength with respect to the reference culture was adjust-
ed by adding sodium chloride to the simulation with Visual
MINTEQ to achieve the same value of ionic strength than the
reference. These amounts of sodium chloride were finally
added to the respective culture media. The pHwas experimen-
tally measured to verify that all the cultures had the same pH.
The pH was measured with an Orion 720A+ pH meter
(Thermo Electron Corporation, UK); the average value ob-
tained for all the cultures was 6.3±0.1.
Statistical analysis and software used
Microsoft’s Excel spreadsheet was used to perform calcula-
tions. Data are presented as mean±standard error. The dose–
response curves and the EC50 values were obtained using
SigmaPlot for Windows 12.5 (Systat Software, Inc.,
Chicago). In the isobolographic analysis, the statistical analy-
sis of the data was performed using the unpaired Student’s t
test to compare the significance between the theoretical addi-
tive EC50 values and the experimentally derived EC50 values.
Differences were considered significant with p<0.05. The ab-
sence of a significant difference between experimental and
theoretical values was interpreted as no interaction and,
therefore, an additive relationship in the combination.
Statistical analyses were performed using the SPSS statistical
package (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0.
Armonk, NY: IBM Corp).
Visual MINTEQ software (Version 3.1) for Windows
(Gustafsson 2013) was used to calculate the theoretical ionic
strength and the distribution of cadmium species.
Results and discussion
The present work was carried out to study the type and the
degree of interaction between cadmium (II) and sodium sul-
phate using the freshwater microalga C. moewusii as test mi-
croorganism. Combinations with different ratios of both
chemicals were bioassayed to evaluate the combined effect
of both by means of an isobolographic analysis. Since it is a
proven fact that environmental factors affect the cadmium
uptake and, therefore, its toxic effect on the aquatic organisms,
it is interesting to understand the interaction between cadmi-
um and sodium sulphate from an environmental point of view,
especially because of the current increase of the concentra-
tions of cadmium and sodium sulphate in the environment
due to pollution. The experiments were performed with S-
deprived C. moewusii cells for 21 days. In these conditions,
the cells are more sensitive to the sulphate variations due to
changes in regulatory elements (González-Ballester et al.
2010). This allows to assess more adequately the effect of
different bioavailabilities of sulphate (from its absence until
high concentrations) and how this variation affects the toxicity
of cadmium.
Sodium sulphate at sub-optimal concentrations
Individual effects of sodium sulphate and cadmium
Sulphate is an essential nutrient for autotrophic organisms and
therefore is required for their growth (Giordano et al. 2005). It
is the primary source of sulphur for these organisms, and for
this reason, the growth of the microalga C. moewusii im-
proved when the concentration of this compound increased,
reaching a maximum value in the optimal concentration
(14.2 mg/L of sodium sulphate). With this in mind, it was
possible to calculate the effective concentration that allowed
to achieve the 50 % growth compared to the growth obtained
at the optimal concentration. Thus, sodium sulphate adminis-
tered alone (without cadmium, group E in Table 2) in the
culture medium of this microalga at concentrations ranging
between 0.04 and 14.2 mg/L produced a clear increase in the
final cell density of the cultures, and therefore a decrease in the
percentage of inhibition with respect to the optimal concentra-
tion. The EC50 (96 h) obtained from the dose–response curve
(Fig. 1) was 1.14±0.05 mg/L of sodium sulphate. That is,
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1.14 mg/L of sodium sulphate allowed to reach half of the
growth achieved in the cultures with the optimal concentration
of this compound.
Conversely, cadmium is considered one of the most toxic
elements to living organisms (Hasanuzzaman and Fujita
2013). When cadmium was administered at concentrations
ranging between 0 and 6 mg/L and with a sodium sulphate
concentration of 0.04 mg/L (group A in Table 2), and EC50
(96 h) of 0.11±0.02 mg Cd(II)/L in the growth of this
microalga (Fig. 2) was produced. In these experiments, it
was necessary to use a minimum concentration of sodium
sulphate in order for the microalga to grow, and thus calculate
the EC50 for cadmium. As indicated above, sulphate is an
essential nutrient and its absence would avoid the growth of
the microalga, making impossible the study of the interaction.
For this reason, it was decided to use the concentration of
0.04 mg sodium sulphate/L because the growth achieved
was enough to obtain a suitable dose–response curve for cad-
mium, calculate the EC50, and use this value in the construc-
tion of the isobologram.
Combined effect of cadmium and sodium sulphate
The EC50 values obtained individually for both chemicals
were used in the construction of the isobologram. The
isobolographic analysis of interaction, based in three different
combinations of both EC50, revealed that the mixtures of so-
dium sulphate at sub-optimal concentrations and cadmium (II)
exerted a strong antagonistic interaction. The experimentally
derived values of EC50 of the combinations (Bexp, Cexp, Dexp)
for the three fixed ratios were distinctively (p<0.01 and
p<0.001) above the Loewe additivity line on the isobologram
(Fig. 3). Such antagonistic effects were further confirmed with
the interaction index γ, with values significantly >1, between
1.46 and 3.4 (Table 4). These values show that the antagonis-
tic interaction was high in the range of sub-optimal sodium
sulphate concentrations with a stronger antagonistic effect in
the combination 2:1. From this result, it can be deduced that
the presence of increasing concentrations of sodium sulphate
mitigated the toxic effect of cadmium.
It is a known fact that numerous internal and external fac-
tors influence the toxicity of metals (Rai et al. 1981). The
bioavailability and toxicity of these elements is strongly de-
pendent of two main factors, chemical speciation (Langston
1990; Niyogi andWood 2004; Veltman et al. 2010) and mech-
anisms of tolerance that the organisms may have to counteract
this toxicity (Hossain et al. 2012; Torres et al. 2013). With this
in mind, sulphate is an important nutrient that must be taken
into account as a factor influencing cadmium toxicity (Alves
de Oliveira et al. 2009; Anjum et al. 2008; García-García et al.
2012; Mendoza-Cózatl et al. 2005; Nocito et al. 2006). The
results of the present work indicate that this compound (at sub-
optimal concentrations) acts by counteracting the toxicity of
this metal through a very significant antagonistic effect
(Table 4). Under conditions of very low concentrations of
sodium sulphate, this microalga was more susceptible to cad-
mium toxicity. When the sodium sulphate concentration was
only 0.04 mg/L, the EC50 for cadmium was 0.01±
0.02 mg Cd(II)/L (Fig. 2), while when the concentration of
sodium sulphate was the optimal (14.2 mg/L), this EC50 value
increased up to 3.1±0.21 mg Cd(II)/L (Fig. 4). This antago-
nistic effect of the combinations of cadmium with sodium
sulphate can also be observed on the isobologram (Fig. 3),
where the experimental EC50 values of the combinations
Fig. 1 Dose–response curve for
sodium sulphate at sub-optimal
concentrations (<14.2 mg/L) in
C. moewusii cells after 96 h of
growth. The dashed line indicates
the value of the EC50. Each data
point represents mean±standard
error (n=3)
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(Bexp, Cexp, Dexp) were above the theoretical additive EC50
values (Badd, Cadd, Dadd) and were significantly different
(p<0.01 or p<0.001, Table 4).
This antagonistic effect can be explained because when
cadmium is present in the medium, sulphate is the source of
sulphur necessary for the biosynthesis of phytochelatins.
Phytochelatins are polypeptides, synthesized from glutathione
(GSH) that acts as an intracellular mechanism of defense
against cadmium toxicity, chelating this metal and making it
unavailable to the cellular targets (Cobbett 2000; Grill et al.
1987; Mishra et al. 2006; Pérez-Rama et al. 2006; Vatamaniuk
et al. 2000). Since these compounds and their precursor
(GSH) are rich in cysteine (a sulphur amino acid), their bio-
synthesis is directly influenced by the bioavailability of sul-
phate (Carfagna et al. 2011; García-García et al. 2012). In fact,
the expression of genes involved in reductive sulphate assim-
ilation pathway and its enzyme activities are stimulated by
cadmium in plants (Ernst et al. 2008). Under conditions of
sulphur deficiency, the amount of sulphur amino acids (me-
thionine and cysteine) limits the biosynthesis of proteins and
GSH (Ahmad and Abdin 2000; Bochenek et al. 2013). Higher
bioavailability of sulphate involves a higher cysteine biosyn-
thesis and therefore higher possibilities for the biosynthesis of
GSH and phytochelatins. In fact, it is known that cadmium
Fig. 2 Dose–response curve for
the inhibition of growth in
C. moewusii after 96 h of
exposure to different cadmium
(II) concentrations and with a
sodium sulphate concentration of
0.04 mg/L. The dashed line
indicates the value of the EC50.
Each data point represents mean±
standard error (n=3)
Fig. 3 Isobolographic analysis of
the interaction between cadmium
(II) and sodium sulphate at sub-
optimal concentrations. The
individual EC50 (square), the
theoretical calculated EC50 value
(Zadd) for each fixed ratio (2:1,
1:1, and 1:2; Badd, Cadd, and Dadd,
respectively) (open circle), and its
corresponding experimental EC50
values (Bexp, Cexp, and Dexp)
(filled circle) are represented in
the figure.Horizontal and vertical
bars indicate S.E.M. The values
of Zexp were significantly
different from Zadd (**p<0.01,
***p<0.001), indicating a strong
antagonistic interaction for the
three studied combinations
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interacts with the sulphur assimilatory pathway and
upregulates the genes involved in the biosynthesis of GSH
and phytochelatins (Mendoza-Cózatl et al. 2005). There is
evidence suggesting that freshwater organisms are affected
by cadmium at lower concentrations than marine organisms
(Baścik-Remisiewicz et al. 2011; Folgar et al. 2009; Källqvist
2009; Pérez-Rama et al. 2006; Suárez et al. 2010; Torres et al.
2000). One of the reasons for this observation might have its
basis precisely in this antagonistic interaction cadmium-
sulphate; freshwater media generally have a lower bioavail-
ability of sulphate than seawater.
This antagonistic effect, as a mechanism that reduces the
toxicity of cadmium, was also observed with other inorganic
nutrients in several autotrophic organisms. This is the case of
calcium (Rivetta et al. 1997; Suzuki 2005; Wang and Song
2009) and micronutrients as zinc (Cataldo et al. 1983; Lavoie
et al. 2012) and selenium (Filek et al. 2008; Zembala et al.
2010) because their addition to the nutrient solution leads to
decrease the uptake of cadmium and its accumulation into
cells, or in some cases, these nutrients can also exert a protec-
tive effect through their antioxidative activity. In this regard,
the cadmium removal capacity of Pichia kudriavzevii also
decreased significantly after a preincubation with sodium
chloride (Ma et al. 2015). In this case and in the present study
with C. moewusii, sodium appears to be another important
cation in reducing cadmium toxicity; the increase of this cat-
ion with the increase of the concentration of sodium sulphate
could additionally contribute to the reduction of this toxicity.
In fact, studies with Amaranthus mangostanus showed that
the competition between sodium and cadmium for the passage
through calcium ion channels might explain a low uptake of
cadmium (Mei et al. 2014). In addition, it has been demon-
strated in different plants that the increase of sodium chloride
reduces the toxicity of cadmium through several possible
mechanisms such as the increase of sodium concentration,
the reduction of cadmium uptake, and with this, the reduction
of oxidative stress generated by this metal (Mariem et al.
2014; Zhang et al. 2013). In the case of sodium sulphate, these
Table 4 Summary of the
isobolographic analysis of
interaction between cadmium (II)
and sodium sulphate at the three
fixed ratios tested and for the two
ranges of sodium sulphate
concentrations
Range of sodium sulphate concentrations Fixed
ratio
Theoretical
EC50
Experimental
EC50
Interaction
index
Sub-optimal (<14.2 mg/L) B (2:1) 0.48±0.15 1.60±0.17*** 3.40±0.35
C (1:1) 0.65±0.13 1.40±0.11*** 2.21±0.17
D (1:2) 0.81±0.10 1.17±0.02** 1.46±0.03
Supra-optimal (>14.2 mg/L) B (2:1) 435.49±83.05 231.36±28.72* 0.54±0.07
C (1:1) 644.58±82.25 386.18±51.22* 0.60±0.08
D (1:2) 853.67±81.45 542.92±5.74* 0.64±0.01
Data are presented as EC50 values (mg/L)±S.E.M. Statistical analysis was performed with Student’s t test
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 vs. the respective theoretical additive groups
Fig. 4 Dose–response curve for
the inhibition of growth in
C. moewusii after 96 h of
exposure to different cadmium
(II) concentrations and with a
sodium sulphate concentration of
14.2 mg/L. The dashed line
indicates the value of the EC50.
Each data point represents mean±
standard error (n=3)
Environ Sci Pollut Res
mechanisms could act in a similar way, but there would be an
additional mechanism, as indicated above; sulphate improves
the biosynthesis of phytochelatins (Mera et al. 2014).
Therefore, it would be logical to think that sodium sulphate
at appropriate concentrations has a stronger effect than sodium
chloride in decreasing the effects of cadmium toxicity. In the
present work, a strong antagonistic effect was obtained.
Considering this and in a general sense, different studies with
plants have showed that the severity of the cadmium toxicity
can be reduced through the optimization of macronutrients
and micronutrients, which induce physiological responses
for the mitigation of this stress (Nazar et al. 2012). All this
suggests that sulphate at appropriate concentrations should be
added to the list of compounds that act by reducing the toxic
effects of cadmium in aquatic autotrophic organisms.
Sodium sulphate at supra-optimal concentrations
Surprisingly, the opposite phenomenon was observed at the
zone of higher concentrations of sodium sulphate, above the
optimal concentration. In this zone, both cadmium and sodium
sulphate were toxic for the microalga and interacted not as a
simple additive interaction but synergistically.
Individual effects of sodium sulphate and cadmium
When sodium sulphate was used in concentrations above the
optimal, the obtained EC50 in absence of cadmium
(experiment E, Table 3) was 1271.86±79.27 mg/L of sodium
sulphate (Fig. 5). In this case, sodium sulphate acted as a toxic
compound. It is a known fact that excessive levels of nutrients
may be toxic to the organisms. Thus, elevated sodium
sulphate concentrations can cause detrimental effects on
aquatic ecosystems due to the creation of an unsustainable
osmotic imbalance between autotrophic organisms and their
surrounding environment (Davies 2007).
In the case of cadmium, administered alone, the reference
to study its toxicity was set at the optimal concentration of
sodium sulphate because this was also the minimum concen-
tration of this compound in this range. Thus, the experiment to
obtain the EC50 for cadmium (experiment A, Table 3) was
performed with a sodium sulphate concentration of 14.2 mg/
L. The EC50 value obtained under these conditions was 3.1±
0.21 mg Cd(II)/L (Fig. 4). This result agrees with the values
obtained in other studies with the same microalga exposed to
this metal (Mera et al. 2014; Suárez et al. 2010).
Combined effect of cadmium and sodium sulphate
As in the previous isobologram, the new obtained EC50 values
were used in the construction of the isobologram, and to de-
termine the type of interaction and the interaction factors,
again three different fixed ratios were assayed. The
isobolographic analysis of the combination (Fig. 6) shows a
synergistic effect between both chemicals. All the points of
the combinations appear to the left of the theoretical straight
line of additivity on the isobologram, which is the character-
istic patter of synergy. The values of the EC50 obtained in the
combinations (Bexp, Cexp, Dexp) were significantly (p<0.05)
lower than those expected in a purely theoretical additive in-
teraction (Badd, Cadd, Dadd). In addition, the interaction indices
(γ) were also significantly <1 (Table 4). In this case, the sig-
nificance was lower than in the case of the antagonism ob-
served at sub-optimal concentrations of sodium sulphate and
Fig. 5 Dose–response curve for
sodium sulphate at supra-optimal
concentrations (>14.2 mg/L) in
C. moewusii cells after 96 h of
growth. The dashed line indicates
the value of the EC50. Each data
point represents mean±standard
error (n=3)
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with values closer to 1. Therefore, the antagonistic effect be-
tween cadmium and sodium sulphate can be considered stron-
ger than the synergistic effect.
These data suggest that the excess of sodium sulphate en-
hances the toxic effect of cadmium through a synergistic effect
between them. It is known that one of the mechanisms of
cadmium toxicity is the deficiency generated in certain essen-
tial metals (Hasanuzzaman and Fujita 2013). If we consider
that there are evidences indicating that sulphate at high levels
inhibits the uptake of molybdenum, which competes for the
same specific transporter in the plasma membrane (Marino
et al. 2003), the result of this would be an alteration in the
cellular levels of several essential metal ions that could explain
this synergism.
However, it is necessary to note that in the isobolographic
experiments, at the same time that the sodium sulphate con-
centration varied, also varied the ionic strength of the medium
from a value of 7.79mM in the sodium sulphate concentration
of 14.2 mg/L up to a value of 51.4 mM in the concentration of
3410.57 mg/L. Therefore, this synergistic effect may be due
not only to the variation of sulphate but also to the variation of
the ionic strength of the medium.
Effect of different concentrations of sulphate ion
at the same ionic strength
Therefore, since in these experiments there was a variation in
the ionic strength of the medium as a result of adding different
sodium sulphate concentrations, it was decided to carry out
experiments varying the sulphate concentration but maintain-
ing the ionic strength constant in order to determine whether
the sulphate or the ionic strength is responsible of the in-
creased toxicity.
Figure 7 shows the response of the microalga to different
concentrations of sulphate at the same ionic strength with 0
and 2 mg Cd(II)/L. It can be seen that, after 96 h of culture, at
sub-optimal concentrations of sulphate, this compound, as
expected, acted as a nutrient. The final cell density of the
cultures increased with the increase of sulphate concentration
in the medium. However, the cell density at supra-optimal
concentrations remained constant despite the increase in the
concentration of this anion (Fig. 7a), where with these con-
centrations it was expected a toxic effect (Fig. 5). Thus, the
range of tested concentrations of sulphate ion (up to 1000 mg/
L) at ionic strength of 37 mM showed no toxic effect on the
final density of C. moewusii. Therefore, the toxicity observed
with the increase of sodium sulphate concentration above the
optimum was not due to the increase in the sulphate ion con-
centration, but it was due to the increase in the ionic strength.
However, this result was different when the culture medium
had 2 mg Cd(II)/L (Fig. 7b). In the supra-optimal range of
concentrations of sulphate, the final cell density decreased as
the concentration of sulphate ion increased.
It is important to highlight that the increase in the observed
cadmium toxicity due to the increase in ionic straight was not
a simple additive effect. The increase of ionic strength due to
the addition of sodium sulphate above the optimum showed a
cadmium toxicity higher than expected in an additive effect.
This fact is easily deductible from the isobolographic analysis
(Fig. 6 and Table 4). A similar result was obtained with sodi-
um chloride in plants of Triticum aestivum; the combined
effect of sodium chloride and cadmium was larger than that
of both sodium chloride and cadmium alone (Shafi et al.
Fig. 6 Isobolographic analysis of
the interaction between cadmium
(II) and sodium sulphate at supra-
optimal concentrations. The
individual EC50 (square), the
theoretical calculated EC50 value
(Zadd) for each fixed ratio (2:1,
1:1, and 1:2; Badd, Cadd, and Dadd,
respectively) (open circle), and its
corresponding experimental EC50
values (Bexp, Cexp, and Dexp)
(filled circle) are represented in
the figure.Horizontal and vertical
bars indicate S.E.M. The values
of Zexp were significantly
different from Zadd (*p<0.05),
indicating a synergistic
interaction for the three studied
combinations
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2009). One of the important factors influencing the toxicity of
a metal in the aquatic environment is speciation. The biotic
ligand models (BLMs) predict metal toxicity by accounting
for metal speciation in the abiotic environment and competi-
tive binding of protective cations at the site of toxic action
(Niyogi andWood 2004; Veltman et al. 2010). For this reason,
the initial distribution of cadmium species in the two blocks of
experiments and for the three tested fixed ratios was predicted
using the Visual MINTEQ software. Figure 8 shows the pro-
portion, expressed as a percentage, of the main species of
cadmium found under the conditions of culture used
(Table 1). To make this graph, the concentrations of both
chemicals, corresponding to the values of EC50 of the combi-
nations obtained experimentally (Bexp, Cexp, Dexp), were cho-
sen as representative for each fixed ratio. The cadmium spe-
ciation showed that Cd2+, CdHPO4, CdCl
+, and Cd-SO4 com-
plexes were the dominant forms in the nutrient solution
(>95 %). It is interesting to note that in the supra-optimal
region of sodium sulphate appear two species of cadmium,
CdSO4 (aq) and Cd(SO4)2
2−, which do not appear in the sub-
optimal region. The activity of Cd-SO4 complexes increased
significantly with the increase of sulphate concentration in the
Fig 7 Effect of different sulphate
concentrations at the same initial
ionic strength with 0 mg Cd(II)/L
(a) and 2 mg Cd(II)/L (b) on the
final cell density of C. moewusii
after 96 h of culture. The x-axis is
not to scale. Different lettersmark
values significantly different at
p<0.05
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solution. Taking into account that the synergistic toxic effect is
localized in this range, these species could be related to that
effect. These species of cadmium could be more easily assim-
ilated by the microalga than others, as CdHPO4, which is also
in a high percentage. In fact, the percentage of CdHPO4 and of
Cd2+ decreased with the increase of the sulphate concentration
in the culture medium due to the formation of Cd-SO4 com-
plexes; however, despite this reduction, the toxic effect of
cadmium did not decrease. As shown in Figure 9, the signif-
icant appearance of these complexes occurred at concentra-
tions of sodium sulphate above the optimal. This increase in
the Cd-SO4 complexes would lead to a further increase in the
Fig. 8 Major fractions of
cadmium (%) for each fixed ratio
(cadmium/sodium sulphate)
tested at sub-optimal and supra-
optimal concentrations of sodium
sulphate
Fig 9 Visual MINTEQ
simulation to investigate the
initial speciation of cadmium as
function of sodium sulphate
concentration in the culture
medium. The x-axis is not to scale
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intracellular content of cadmium and in its toxicity. In this
case, the concomitant increase of the sodium concentration
would have less effect than that obtained in the sub-optimal
region of sodium sulphate. That is, as discussed above, the
high levels of sodium would prevent the entry of cadmium
ions into the cell through channels of calcium; however, the
decline of free-cadmium species in favor of the Cd-SO4 com-
plexes would prevent that this mechanism of tolerance was
effective. These complexes could enter the cell through anoth-
er mechanism with which the intracellular concentration of
cadmium would increase. Although, in these conditions, sul-
phate also would be entering the cells together with cadmium,
the biosynthesis of GSH and phytochelatins would not be fast
enough to counteract the amount of cadmium that would be
entering. In addition, it should be taken into account that the
cells would be more damaged by their own toxic effect of the
excess of sodium sulphate in the medium. In fact, in plants,
there are data that suggest that the CdSO4
0 complexes are
taken with equal efficiency than the free Cd2+ ion
(McLaughlin et al. 1998). Results obtained by Lopez-
Chuken and Young (2010) suggest that, in addition to the free
ion, CdSO4
0 complexes are important factors in determining
cadmium uptake in nutrient solution by maize plants. Higher
nominal concentrations of sulphate in solution generally re-
sulted in a higher cadmium accumulation by these plants. At
sub-optimal level of sodium sulphate, the species of cadmium
more assimilable and therefore considered more toxic would
be only Cd2+ (Fig. 8); the other main species present in the
solution (CdHPO4) seems not to be so easily taken up by the
cells. This would allow that the mechanisms of cadmium tol-
erance can work efficiently, even better with the increase of
the sulphate concentration (antagonism) but reaching a limit
with the significant appearance of the Cd-SO4 species
(synergism).
Conclusion
Results of the current study by an isobolographic analysis
suggest that sodium sulphate was able to perform a dual
antagonist/synergist role on cadmium toxicity in cells of
C. moewusii. This dual role was concentration dependent.
Sodium sulphate alleviated/aggravated cadmium toxicity in
relationship to its concentration in the culture medium. The
combinations of sodium sulphate at sub-optimal concentra-
tions with Cd(II) exerted a strong antagonistic interaction,
counteracting the toxicity of this metal. As the concentration
of sodium sulphate increased, this compound not only pro-
moted the growth of the microalga but, when cadmium was
present in the medium, also promoted the tolerance mecha-
nisms to this metal. However, the addition of concentrations
of sodium sulphate above the optimal concentration showed a
synergistic effect between both chemicals. This synergic effect
resulted in the potentiation of the toxic effects of cadmium,
synergy that seemed to be related to the increase of the ionic
strength and of two species of cadmium, CdSO4 (aq) and
Cd(SO4)2
2−, in the medium. Therefore, the excessive increase
in the concentration of sodium sulphate in the natural environ-
ments with presence of cadmium may potentiate the toxic
effect of this metal.
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EFFECTS OF SODIUM SULFATE ON THE FRESHWATER MICROALGA CHLAMYDOMONAS
MOEWUSII: IMPLICATIONS FOR THE OPTIMIZATION OF ALGAL CULTURE MEDIA1
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The study of the microalgal growth kinetics is an
indispensable tool in all fields of phycology.
Knowing the optimal nutrient concentration is an
important issue that will help to develop efficient
growth systems for these microorganisms. Although
nitrogen and phosphorus are well studied for this
purpose, sulfur seems to be less investigated.
Sulfate is a primary sulfur source used by
microalgae; moreover, the concentration of this
compound is increasing in freshwater systems due
to pollution. The aim of this study was to investigate
the effects of different sodium sulfate
concentrations in the culture medium on growth
and growth kinetics of the freshwater microalga
Chlamydomonas moewusii. Production of biomass, chl
content, kinetic equations, and a mathematical
model that describe the microalgal growth in
relation with the concentration of sodium sulfate
were obtained. The lowest concentration of sodium
sulfate allowing optimal growth was 0.1 mM.
Concentrations higher than 3 mM generated a toxic
effect. This work demonstrates that this toxic effect
was not directly due to the excess of sulfate ion but
by the elevation of the ionic strength. An inhibition
model was successfully used to simulate the
relationship between specific growth rate and
sodium sulfate in this microalga.
Key index words: Chlamydomonas moewusii; culture
medium; growth; ionic strength; kinetics; sodium
sulfate; substrate inhibition
Currently, microalgal growth studies are gaining
importance due to their ecological and commercial
relevance. In fact, these microorganisms are used in
the production of biodiesel (Schenk et al. 2008)
since they have emerged as one of the most promis-
ing feedstock for the production of this fuel.
Growth conditions and nutrient concentrations have
an influence on the quantity and quality of lipids
within the cells (Gao et al. 2013, Wahidin et al.
2013). Moreover, microalgal mass culture appears to
be a feasible way to remove inorganic nutrients and,
in some instances, to convert them into useful
biomass (Mata et al. 2010). Therefore, the study of
microalgal growth kinetics is an indispensable tool
in all fields of phycology. Different physicochemical
parameters such as pH, temperature, light, and
medium composition influence the rates of growth
and activities of microalgae. However, microalgae
do not need the same amount of each nutrient.
Knowing the best nutrient concentration is an
important issue that will help to develop a more
efficient growing process for these microorganisms
and therefore, greater microalgal production. The
artificial media are mostly used for experimental
purposes, since they allow for the generation of con-
stant and reproducible results under laboratory con-
ditions. Many defined freshwater algal media have
been designed (Brown et al. 1967, Guillard 1975,
Vonshak 1986, Kilham et al. 1998, Ilavarasi et al.
2011). Although nitrogen and phosphorus, along
with certain cations (iron, calcium, cobalt, etc.) are
well studied for this purpose (Romero et al. 1999,
Zhang et al. 2008, Gallardo Rodrıguez et al. 2009,
Chen et al. 2011, Ruiz et al. 2011), sulfur seems to
be neglected, perhaps because sulfur is the least
abundant of the six macronutrients required by
these cells. However, it plays an important role in
the growth of microalgae.
Sulfur is an essential macroelement because it is
required for the biosynthesis of many molecules
and cellular constituents. The major form of sulfur
available in nature is sulfate. Plants, algae, yeast,
and most prokaryotes are able to take up the sulfate
anion and thus they satisfy their demand for
reduced sulfur by reduction of this compound. This
reduced form is then incorporated into organic
compounds. For this reason, all culture media con-
tain a sulfate salt. The first organic compounds in
the assimilation of reduced sulfur are the amino
acids cysteine and methionine (Wirtz and Droux
2005, Hell et al. 2008), which is well defined in
autotrophic cells (Shibagaki and Grossman 2008).
In addition to proteins, photosynthetic organisms
synthesize a wide variety of sulfur compounds, using
sulfate as a primary sulfur source (Leustek et al.
2000, Saito 2004). For example, it is contained in
membrane sulfolipids, cell walls, and in vitamins
and cofactors such as thiamine, biotin, and coen-
zyme A (Benning 1998, Popper et al. 2011). Sulfur
is also necessary for the biosynthesis of reduced
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glutathione (GSH). This compound is the major
reservoir of nonprotein reduced sulfur and is an
important ubiquitous intracellular peptide with
many biological roles that include detoxification,
antioxidant defense, maintenance of thiol status,
and modulation of cell proliferation (Lillig and
Berndt 2013).
Recently, different molecular studies on acclima-
tion of microalgae to sulfur deficiency (Aksoy et al.
2013, 2014) were developed, but there are few stud-
ies on the nutritional requirements of microalgae
for this element in order to optimize culture media.
In fact, most microalgal growth models are mainly
based on optimizing the carbon, nitrogen, and
phosphate levels, especially in heterotrophic cul-
tures (Perez-Garcia et al. 2011); sulfur is considered
less in such models. Therefore, the study of sulfur
with respect to optimization of the composition of
an algal culture medium requires more attention,
especially since the sulfate content can vary widely
between different culture recipes (0.1–5 mM).
Indeed, it is important to optimize the levels of all
components in the growth medium in order to max-
imize microalgal growth and understand how to
manipulate the medium for the operation of
microalgal-based production systems. In addition,
the increase of sulfate in the natural environment,
due to diverse anthropogenic sources, is a proven
fact. Assessing the impact of this increase in freshwa-
ter systems can be an interesting strategy to establish
a water quality guideline for sulfate in order to
protect aquatic ecosystems.
Thus, the aim of the present work was to investi-
gate the effect of different concentrations of sodium
sulfate (the most common salt of sulfate) on
growth, growth kinetics and chl content of a fresh-
water microalga, Chlamydomonas moewusii. In addi-
tion, a mathematical model that describes the
microalgal growth in relation to the concentration
of this compound was obtained. Kinetic equations,
which describe the growth in relation to a nutrient,
are important in understanding many phenomena
in biotechnological and ecological processes.
C. moewusii is a microalga widely used as a model
organism for many studies in biology, for example,
toxicological studies (Suarez et al. 2010, Mera et al.
2014), flagellar structure (Jones and Lewin 1960),
studies with chloroplasts (Richard et al. 1994),
biosynthesis of metabolites (Yang et al. 2013), bio-
transformation (Otto et al. 2015), and genetic stud-
ies (Bussieres et al. 1996).
MATERIALS AND METHODS
Test organism and culture conditions. The microalgal species
chosen for this study was C. moewusii Gerloff (strain CCAP 11/
5B) obtained from the Culture Collection of Algae and Proto-
zoa (CCAP) of Freshwater Ecology Institute (Cumbria, UK).
Cells of this freshwater microalga were grown and maintained
in a photoautotrophic culture medium. Modified Bristol
medium (BBM; Stein 1980) was chosen for the experiments
because is a well-known growth medium for many freshwater
algal cultures. This medium was sterilized at 121°C for 20 min
and all compounds of sulfate were replaced by chlorides, pre-
serving the original concentration of the cations. The compo-
sition of the culture medium is shown in Table 1. Different
concentrations of sodium sulfate were added depending on
the treatments. The pH was measured with an Orion 720A+
pH meter (Thermo Electron Corporation, Witchford, Cam-
bridgeshire, UK). The initial pH of the cultures was 6.8  0.2.
Cultures were maintained at a stable temperature of 18  1°C
under a light intensity of 68 lmol photons  m2  s1 using
cool fluorescent light with a light/dark cycle of 12:12 h. Natu-
ral air sterilized by a 0.22 lm filter was constantly bubbled at a
flow rate of 10 L  min1. Sterilized distilled water was added
daily to the cultures to replenish that lost by evaporation.
Chemicals. All chemicals used were of the highest purity
available. Reagents for the culture media, sodium sulfate
anhydrous (Na2SO4), sodium chloride (NaCl), acetone
(C3H6O), and Lugol’s iodine solution (I2-KI) were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Filters were
obtained from Millipore (Millipore Iberica, Madrid, Spain).
The different chemicals were prepared with Milli-Q water
obtained from a Milli Q Plus system (Millipore Iberica).
Sodium chloride stock was prepared by dilution of sodium
chloride in Milli-Q water to obtain a concentration of 2.5 M.
This solution were filtered through a 0.22 lm Millipore filter
and sterilized at 121°C for 20 min.
Experimental design and sodium sulfate treatments. C. moewusii
was grown in sterilized 500 mL Pyrex glass bottles and cul-
tured for 11 d under the conditions listed above. An appro-
priated amount of sodium sulfate was added to the culture
medium to obtain the concentrations 0.0001, 0.00025,
0.0005, 0.001, 0.0025, 0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5,
1, 2, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 100, 150, 200, 250, and 300 mM
in each experiment. Inoculum for all experiments was taken
from a culture maintained for 21 d on sulfate-free medium
in order to decrease the cellular pool of organic sulfur. Initial
cell density in the assays was 40 9 104 cells  mL1. Cultures
without sodium sulfate were also included. There were 27
treatments, with each treatment carried out in triplicate (81
treatments in total).
Growth measurement. Growth of microalgal cultures was
measured by counting culture aliquots in an improved
Neubauer hemocytometer chamber (Marienfeld-Superior,
TABLE 1. Composition of the culture medium for the
experiments.
Compound (g  L1)
NaNO3 0.250
KH2PO4 0.175
K2HPO4 0.075
Na2SO4 Variable
MgCl2 0.029
CaCl22H2O 0.029
NaCl 0.025
CoCl26H2O 4.0 9 103
MnCl24H2O 1.8 9 103
FeCl36H2O 5.1 9 104
MoO4Na22H2O 3.9 9 104
H3BO3 2.0 9 10
4
ZnCl2 1.1 9 10
4
CuCl2 4.3 9 10
5
EDTA 0.050
KOH 0.031
pH = 6.8  0.2
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Lauda-K€onigshofen, Germany) after fixation with Lugol’s
iodine solution and using a phase contrast light microscope
Nikon Labophot (Nikon, Tokyo, Japan). The C. moewusii
growth was recorded daily over a period of 11 d and cell den-
sities were expressed as 9104 cells  mL1  SE for all repli-
cates of each treatment. Growth parameters were only
calculated for days 4 and 11. The specific growth rate (l),
expressed as d1, was calculated from the following equation:
l ¼ lnðNtÞ  lnðN0Þ
lnð2Þðt  t0Þ
 
ð1Þ
where Nt and N0 are the mean number of cells  mL1
(n = 3) at final and initial time, and t and t0 are the final and
initial times, respectively, of this period, expressed as days.
Chl determination. C. moewusii cells were harvested by cen-
trifugation (4,000 g for 10 min) after 4 and 11 d of growth.
The chl concentration was determined following extraction
of the pigments in cold 90% (v/v) acetone. To improve
extraction, the cells suspended in 90% acetone were homoge-
nized with an ultrasonic cell disruptor in an ice bath at 4°C
for 1 min (steps of 30 s) and at 126 lm, using a Labsonic P
ultrasonic homogenizer (Sartorius AG, G€ottingen, Germany).
The extracted material was kept at 4°C in the dark for 24 h
and then centrifuged at 4,000 g for 10 min to remove cell
debris prior to measuring the absorbance of the supernatants
at 630, 645, and 660 nm in an UV/Vis spectrophotometer
PharmaSpec UV-1700 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).
A 90% acetone solution was used as blank. The chl a and b
concentrations were determined by the equations of Jeffrey
and Humphrey (Jeffrey and Humphrey 1975).
Growth kinetics studies. This study analyzed different unseg-
regated kinetics models for microalgal growth in relation to
the sodium sulfate concentration in order to obtain a mathe-
matical model that best fits the experimental data of
C. moewusii growth with respect to this nutrient. Two classes
of models are usually distinguished:
Monotonic kinetics: the growth rate increases with the
increase in the nutrient concentration. This growth corre-
sponds to the Monod growth model (eq. 2).
l ¼ lmaxS
KS þ S ð2Þ
where l is the specific growth rate of the microalga, lmax the
maximum specific growth rate (d1), S is the sodium sulfate
concentration (mM) and Ks is the half-saturation constant
(mM).
Nonmonotonic kinetics: where there is no linearity
between growth and nutrient concentration. This class
includes the substrate inhibition models. Three substrate
inhibition models, competitive, uncompetitive, and noncom-
petitive inhibition (eqs 3–5, respectively) were evaluated with
respect to their fit to the experimental data:
l ¼ lmS
KS 1þ SKI
 
þ S
ð3Þ
l ¼ lmS
KS þ S þ S2KI
ð4Þ
l ¼ lmS
ðKS þ SÞ 1þ SKI
  ð5Þ
where lm is the specific growth constant (d
1) and KI is
the inhibition constant, which numerically equals the highest
substrate concentration (mM) at which the specific growth
rate is equal to one half of the maximum specific growth
rate. The equations were fitted to the obtained growth data
by means of a nonlinear regression. The parameters lm, Ks
and KI were estimated from this regression.
In competitive models, the asymptote that determines the
maximum growth rate (lmax) is given by the eq. 6:
lmax ¼
lmKI
KS þ KI ð6Þ
whereas in uncompetitive and noncompetitive inhibition
models the maximum growth rate is given by (7) and (8),
respectively, both at the various sodium sulfate concentrations
of (9):
lmax ¼
lm
1þ 2 KS=KIð Þ1=2
ð7Þ
lmax ¼
lm
1þ KS=KIð Þ1=2
 2 ð8Þ
½S  ¼ ðKSKI Þ1=2 ð9Þ
Finally, lmax in the Monod equation was obtained directly
from the regression analysis.
Curve fitting and data analysis were performed using Sig-
maPlot for Windows 12.5 (Systat Software, Inc., Chicago, IL,
USA).
Effect of different concentrations of sulfate ion at the same initial
ionic strength. To determine the effect of the sulfate ion, an
experiment was conducted with different concentrations of
sulfate at the same initial ionic strength. The ionic strength
of the culture media was calculated by means of Visual MIN-
TEQ software (Version 3.1) for Windows (Gustafsson 2013),
assuming ideal behavior and molarity concentrations. The
theoretical ionic strength used as reference for these experi-
ments was calculated from culture medium containing a con-
centration of 20 mM sodium sulfate; this value was 63.2 mM.
The sulfate concentrations tested were 0, 0.0001, 0.00025,
0.0005, 0.001, 0.0025, 0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5,
1, 2, 3, 5, 10, 15, and 20 mM. The ionic strength of each of
these media was previously calculated with Visual MINTEQ.
The difference in the theoretical ionic strength with respect
to the reference culture was adjusted by adding sodium chlo-
ride to the simulation with Visual MINTEQ to achieve the
same ionic strength as the reference culture. These amounts
of sodium chloride were added to the respective culture
media. The pH was experimentally measured to verify that all
of the cultures had the same pH; the average value obtained
was 6.9  0.3. Each treatment was carried out in triplicate.
Statistical analysis. Data were expressed as means  SE
and analyzed using the statistical program SPSS statistical
package (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0; IBM
Corp, Armonk, NY, USA). A one-factor analysis of variance
(one-way ANOVA) was used to test for differences among
treatments. The treatments means were statistically compared
with a post-hoc analysis by means of Tukey test to a level of 5%
(P < 0.05).
RESULTS
Effect of sodium sulfate on C. moewusii growth. The
biomass of C. moewusii obtained after 4 and 11 d of
culture and depending on the sodium sulfate
concentration in the medium can been seen in
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Figure 1. After 4 d, the range of sodium sulfate con-
centrations from 0.0001 to 0.1 mM had a favorable
effect on the cell density of C. moewusii
(F10,22 = 57.29, P < 0.001). This effect was directly
proportional to the concentration of this compound
during this time of culture. Sodium sulfate exerted
a beneficial effect on the biomass production of this
microalga. The highest cell density was obtained
when the sodium sulfate was in the range of 0.1–
3 mM. This cell density was around 6.8 times that of
the control without sodium sulfate, where no
growth was observed. Sulfur limitation clearly
stopped cell division. Therefore, 0.1 mM was the
lowest concentration of sodium sulfate in which
optimal growth was achieved. This optimal growth
was maintained until a sodium sulfate concentration
of 3 mM. No significant differences were observed
in this range of concentrations (F5,12 = 0.061,
P = 0.997). However, once the concentration
exceeded 3 mM, the density of the cells gradually
declined in proportion to the level of sulfate in the
medium (F11,24 = 84.78, P < 0.001) indicating that
there was substrate inhibition at concentrations
higher than the optimal range.
This behavior remained unchanged after 11 d of
growth (Fig. 1). The cultures that had the highest
growth reached stationary phase on this day. At the
optimal concentrations (0.1–3 mM), the reached
final cell density was around 14.35 times that of the
control. From this optimal concentration, the cell
density also decreased as the sodium sulfate concen-
tration increased (F11,24 = 275.3, P < 0.001).
Growth rate of C. moewusii was affected by the
concentration of sodium sulfate after 4 d of culture.
Sodium sulfate reduction in the culture medium
reduced the microalgal growth to zero in the cul-
tures without sodium sulfate and the growth rate
was restored as sodium sulfate was incorporated into
the medium, reaching a maximum value in the
range of concentrations of 0.1–3 mM (Fig. 2). How-
ever, from the concentration of 3 mM, a decrease
in the specific growth rate was obtained with the
increase in the sodium sulfate concentration. This
result clearly showed the occurrence of substrate
inhibition.
Growth rate after 11 d of culture was calculated
(Fig. 3) and a similar result was seen as in cultures
after 4 d, and both results showed substrate
inhibition.
Kinetic parameters of C. moewusii growth in relation to
sodium sulfate. The kinetic parameters obtained by
fitting the data to the four growth models studied
are summarized in Table 2. Uncompetitive and non-
competitive models generated higher values of the
determination coefficients. The lowest coefficients
were obtained with the Monod and competitive mod-
els. The lines drawn in Figure 2 correspond to the
prediction obtained by nonlinear regression of the
experimental data (solid circles) according to the
four models studied. The uncompetitive and non-
competitive models were able to predict the experi-
mental results fairly well. Thus, the dependence of
the growth rate to the sodium sulfate concentration
ranging from 0 to 300 mM was expressed by an
equation that corresponds to inhibition models. Tak-
ing into account these models, the sodium sulfate
concentration obtained using the eq. 9 that would
yield the maximum growth rate would be 0.29 mM
after 4 d of culture, and the maximum growth rate
achieved in these conditions would be 0.699 d1
(eqs 7 and 8). The half-saturation constant (Ks) was
3.2  0.4 lM and with the data obtained from these
models, the 50% inhibition occurred at a concentra-
tion of 26.3  2.4 mM of sodium sulfate (KI). This
result was maintained after 11 d of culture, the
uncompetitive and noncompetitive models also
generated the best determination coefficients with a
higher Ks and a lower KI compared with those
obtained on day 4 (Table 2). According to these
models, the maximum growth rate was obtained
with a sodium sulfate concentration of 0.32 mM (eqs
7–9).
Effect of sodium sulfate on chl content. There were
significant differences in the chl a concentration
per unit volume (F26,54 = 140.8, P < 0.001;
F26,54 = 482.81, P < 0.001) and in the chl b
(F26,54 = 19.54, P < 0.001; F26,54 = 69.49, P < 0.001)
between the different treatments after 4 and 11 d of
culture (Fig. 4). The increase in sodium sulfate
allowed that the cultures had a higher content of
both chls  mL1, reaching a maximum value in the
optimal concentrations (0.1–3 mM). However, the
content of chls  mL1 decreased from the concen-
tration of 5 mM sodium sulfate, showing an inhibi-
tory effect. In contrast, the content of chls per cell
showed no significant differences (even in the limit-
ing sulfate concentrations) up to the concentration
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of 10 mM, from which there was an increase, reach-
ing a maximum value in the concentration of
25 mM. From this concentration, the amount of
chls per cell decreased sharply. As expected, chl a
predominated versus chl b because chl a is the pri-
mary photosynthetic pigment in microalgae. The
chl a/b ratio remained constant in all sodium
sulfate concentrations tested.
Effect of different concentrations of sulfate ion at the
same initial ionic strength. Cell density reached after
4 and 11 d of culture with different concentrations
of sulfate ion, but with the same initial ionic
strength can be seen in Figure 5. This figure shows
the increase in the number of cells (up to a maxi-
mum value) with the increase of sulfate concentra-
tion. As was obtained in cultures with different
initial ionic strength (Fig. 1), the minimum sulfate
concentration required to achieve the optimal value
was 0.1 mM. The differences in the cell density of
the cultures with <0.1 mM after 4 and 11 d and with
the same initial ionic strength were significant
(F10,22 = 24.84, P < 0.001; F10,22 = 74.96, P < 0.001),
however, these statistical analyses also revealed that
the differences in the biomass production obtained
from the concentration of 0.1 mM were not signifi-
cant (F8,18 = 0.14, P = 0.996; F8,18 = 0.293,
P = 0.959). It is noteworthy that unlike the cultures
with different initial ionic strength, high sulfate con-
centrations (>3 mM) were not toxic to this micro-
alga. No substrate inhibition was observed, even at
20 mM of sulfate ion. Therefore, the inhibition
observed in cultures with a sodium sulfate concen-
tration higher than 3 mM was not due to the
increase in the concentration of sulfate ion, but by
the increase in the initial ionic strength of the
culture medium.
Figures 6 and 7 show the experimental and pre-
dicted growth rates of the cultures exposed to dif-
ferent concentrations of sulfate ion with the same
initial ionic strength. The kinetic parameters
obtained by fitting the data to the four growth mod-
els (Table 3) indicated that all the models gener-
ated higher values of the determination coefficients.
However, as there was no inhibition at higher
FIG. 2. Growth rate (d1) of Chlamydomonas moewusii cells after 4 d of exposure to the different sodium sulfate concentrations assayed
(experimental data and model fitting). Each inner graph is an enlargement of the sodium sulfate concentration from 0 to 5 mM.
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concentrations, the Monod model better explained
the obtained results.
DISCUSSION
Microalgae require a number of macro and
micronutrients for growth. Due to the current
prominence of these photosynthetic microorgan-
isms, the optimization of the culture conditions is a
key aspect to obtain good yields and better eco-
nomic feasibility. In this sense, sulfate has been less
studied despite being regarded as an important
nutrient for microalgae. The results of the present
work clearly showed the influence of this nutrient
FIG. 3. Growth rate (d1) of Chlamydomonas moewusii cells after 11 d of exposure to the different sodium sulfate concentrations assayed
(experimental data and model fitting). Each inner graph is an enlargement of the sodium sulfate concentration from 0 to 5 mM.
TABLE 2. Kinetic parameters ( SE) of Chlamydomonas moewusii cells after 4 and 11 d of exposure to different sodium sul-
fate concentrations.
Model R2 lmax lm Ks KI [S]lmax
Day 4
Monod 0.252 0.440 – 0.90  1.10 – –
Competitive 0.221 0.405 2.553  1.865E+08 5.30  3.901E+08 0.001  0.001 –
Uncompetitive 0.986 0.699 0.714  0.013 3.20  0.40 26.297  2.402 0.29
Noncompetitive 0.986 0.699 0.714  0.013 3.20  0.40 26.294  2.402 0.29
Day 11
Monod 0.234 0.218 – 1.00  1.10 – –
Competitive 0.202 0.202 1.816  1.585E+07 8.00  6.947E+07 0.001  0.001 –
Uncompetitive 0.980 0.351 0.360  0.008 4.20  0.50 24.955  2.605 0.32
Noncompetitive 0.980 0.351 0.360  0.008 4.20  0.50 24.951  2.605 0.32
R2 = determination coefficient, lmax = maximum growth rate (d
1), lm = specific growth constant (d
1), KS = half-saturation
constant (lM), KI = inhibition constant (mM) and [S]lmax = sodium sulfate concentration (mM) corresponding to lmax.
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on microalgal growth, using the freshwater micro-
alga C. moewusii (Fig. 1). Although magnesium sul-
fate is the usual way of adding sulfate to microalgal
culture media, in the present work and in order to
avoid other possible effects due to magnesium,
sulfate was added as sodium sulfate; however, an
experiment with magnesium sulfate was conducted
to justify this change. The result of this experiment
showed that the amount of biomass obtained in the
cultures with different concentrations of magnesium
FIG. 4. Amount of chl in Chlamydomonas moewusii cells cultured with different sodium sulfate concentrations after 4 and 11 d.
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sulfate was always lower than the obtained in the
cultures with sodium sulfate (Fig. 8). Magnesium is
also an important nutrient for microalgae; the use
of magnesium sulfate instead of sodium sulfate
reduced the amount of two essential nutrients in
the suboptimal concentrations, causing a higher
decrease in the growth parameters. When sulfate
was added in form of sodium sulfate, the reduction
in growth was lower because this effect was only due
to the variation of this anion since all the cultures
had the same initial concentration of magnesium
(7.4 mg  L1, the usual in the BBM medium),
therefore, there was no variation in the concentra-
tion of this cation in the cultures with different
sodium sulfate concentrations. However, the opti-
mal value of biomass was obtained at the same con-
centrations of both salts. With this in mind, the
experimental design with sodium sulfate was the
most suitable to study the effects of the sulfate
anion.
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FIG. 6. Growth rate (d1) of Chlamydomonas moewusii cells after 4 d of exposure to different concentrations of sulfate ion at the same
initial ionic strength (experimental data and model fitting). Each inner graph is an enlargement of the sulfate ion concentration from 0
to 5 mM.
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Moreover, this microalga, prior to conducting the
experiments, was cultured for 21 d in BBM medium
without sulfur (renewed every week) in order to
effectively remobilize its S-reserves and thus be able
to study with better clarity the effect of sulfate as a
sulfur source for this microorganism. During this
time, cultures remained viable (99.7  0.2% by
fluorescein diacetate test, data not shown). When
the sulfate levels were restored during the experi-
ments, the growth of this microalga increased and
its final amount of biomass was proportional to the
concentration of sodium sulfate until the optimal
value was reached (Fig. 1). Obviously, as with
other macronutrients, sulfate should be taken into
FIG. 7. Growth rate (d1) of Chlamydomonas moewusii cells after 11 d of exposure to different concentrations of sulfate ion at the same initial
ionic strength (experimental data and model fitting). Each inner graph is an enlargement of the sulfate ion concentration from 0 to 5 mM.
TABLE 3. Kinetic parameters ( SE) of Chlamydomonas moewusii cells cultured with different sodium sulfate concentrations
at the same initial ionic strength after 4 and 11 d.
Model R2 lmax lm Ks KI [S]lmax
Day 4
Monod 0.998 0.453 – 3.00  0.10 – –
Competitive 0.998 0.447 1.709  1.727E+06 11.30  1.145E+07 0.004  1.487E+03 –
Uncompetitive 0.998 0.454 0.456  0.003 3.10  0.10 698.698  378.071 1.472
Noncompetitive 0.998 0.454 0.456  0.003 3.10  0.10 698.695  378.071 1.472
Day 11
Monod 0.996 0.229 – 2.90  0.20 – –
Competitive 0.996 0.254 1.288  6.088E+05 16.30  7.701E+06 0.004  3.597E+02 –
Uncompetitive 0.996 0.229 0.230  0.002 3.00  0.20 766.110  656.553 1.516
Noncompetitive 0.996 0.229 0.230  0.002 3.00  0.20 766.107  656.553 1.516
R2 = determination coefficient, lmax = maximum growth rate (d
1), lm = specific growth constant (d
1), KS = half-saturation
constant (lM), KI = inhibition constant (mM) and [S]lmax = sodium sulfate concentration (mM) corresponding to lmax.
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consideration to optimize a culture medium and
achieve a high productivity. In fact, it has been
shown that microalgae are very sensitive to low levels
of sulfur in the environment, exhibiting rapid accli-
mation responses that can be observed at different
cellular levels, even with modifications in cellular
structures and proteins with fewer sulfur-containing
amino acids (Shibagaki and Grossman 2008,
Gonzalez-Ballester et al. 2010). The sulfate limita-
tion in the marine microalga Emiliana huxleyi also
affected the expression of 1,718 genes (Bochenek
et al. 2013). An adaptive response of microalgae to
sulfur-deprivation was their ability to reduce the
photosystem II activity in the presence of light, this
fact was correlated with a decline of both Rubisco
protein and chl a/b-binding proteins, indicating
that both light and dark reactions of photosynthesis
were affected by sulfur deficiency (Wykoff et al.
1998, Giordano et al. 2005). Moreover, it has been
reported that when the microalga Chlorella sorokini-
ana was subjected to sulfate deficiency conditions,
the cells exhibited a series of responses relationship
with sulfur metabolism, which included a decrease
in the growth rate, a reduction in the photosyn-
thetic O2 evolution, an increase in starch content
and free amino acids (Di Martino Rigano et al.
2000), and a decrease in the Cys and GSH intracel-
lular concentrations (Carfagna et al. 2011). How-
ever, unlike what happens in nitrogen-deficient
cultures, in which a reduction in chl content per
cell was observed (Siaut et al. 2011), that decline
did not occur in sulfur-deficient cultures, in which
the amount of chl per cell remained constant
(Fig. 4). Perhaps because the chl molecule does not
contain sulfur and therefore, there would be no lim-
itation for its biosynthesis despite the low bioavail-
ability of sulfate.
Another response caused by sulfur deficiency was
obtained by Mosulen et al. (Mosulen et al. 2003),
these authors observed in cells of C. reinhardtii sub-
mitted to S-starvation an increase in the sulfate
uptake rate, in the enzyme activities involved in sul-
fate assimilation and in the biosynthesis of cysteine.
In fact, sulfate uptake is highly regulated in plants
(Hawkesford and Wray 2000, Davies and Grossman
2004). The first step in sulfate utilization involves its
transport into the cell and is well characterized at
the physiological and functional level (Saito 2000,
Hawkesford 2003, Buchner et al. 2004).
Therefore, the above results support the impor-
tance of sulfate in the microalgal nutrition and the
need to properly optimize this nutrient. In the pre-
sent work with C. moewusii, an optimal range of sul-
fate concentrations was obtained, 0.1–3 mM. Jo
et al. (2006) optimized the growth of the microalga
C. reinhardtii and obtained a value of 0.79 mM of
sulfate in TAP medium for photoheterotrophic
growth. A later review of the mineral supplement
for C. reinhardtii showed that a decrease in the sul-
fate content up to 0.4 mM did not cause symptoms
of deficiency (Kropat et al. 2011). However, in the
present work with C. moewusii, with only a concen-
tration of 0.1 mM, an optimal biomass production
was reached. Moreover, it should be noted that
above the concentration of 3 mM sodium sulfate,
the opposite effect was observed, this salt generated
a negative effect (Fig. 1). In very few works with
nutrients is considered an effect of this type because
the growth rate data are usually modeled with
monotonic kinetics when non-monotonic models
would provide more accurate results from the
physiological point of view. In fact, the Monod
equation has been used to describe saturation kinet-
ics for nutrient-limited phytoplankton growth in
many field and laboratory studies, and not without
criticism (Morel 1987, Flynn 2003, 2005). Monod-
type models are often incorporated into growth
simulations where complexity must be kept to a
minimum; however, the data obtained in the pre-
sent work show that the growth rate of these
microalgal cells in relation with the sodium sulfate
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concentration was governed by uncompetitive or
noncompetitive inhibition models (Figs. 2 and 3).
In a Monod model, the growth rate is related to the
concentration of a single growth-limiting substrate,
microorganisms grow at the maximum possible rate
under the limitation of noninhibitory substrates.
However, this model becomes unsatisfactory for
explaining inhibition of growth of microorganisms
at higher substrate concentrations. As shown in Fig-
ures 2 and 3, a rectangular hyperbola was not suit-
able to describe the change from sulfate limitation
to inhibition. Concerning inhibition due to negative
effects of excess of substrate, inhibition models are
more useful and provide a better fit to experimental
data. In fact, the experimental data for sodium sul-
fate obtained with this microalga were fitted very
well to this type of models. With C. moewusii and
with the conditions used in the experiments, the
mean value of the kinetic constants obtained in rela-
tion with sodium sulfate were, Ks = 3.7 lM and
KI = 25 mM (with slight variations depending on
the time of culture).
Half-saturation constant (Ks) is a measure of the
ability of a cell to use low concentrations of a cer-
tain nutrient. This constant is regarded as the affin-
ity of microalgae in terms of nutrients (Smayda
1997). Although the sulfate utilization strategies
may vary among microalgal species, the obtained
data with this microalga may be fairly representative
of freshwater microalgae. In these environments,
the bioavailability of sulfate usually is not very
restrictive, which would explain the value of Ks
(3.2 lM) and the value of the ratio lmax/Ks = 218
(day 4 of culture). Some Ks values obtained, but for
nitrate and phosphate, were 0.98–2.26 and 1.03–
0.67 lM for C. gracilis (Sanem Sunlu et al. 2010),
1.4 and 0.73 lM for Dunaliella tertiolecta, or 29 and
0.18–0.31 lM for Peridinium cinctum (Smayda 1997).
On the other hand, the inhibitory effect can be
quantified in terms of the inhibition constant (KI).
Low values of KI show that this inhibitory effect can
be observed at low concentrations of a compound.
In fact, when KI is very high, the inhibition models
simplifies to the Monod equation. In the present
work, C. moewusii showed a KI value for sodium sul-
fate of 25 mM. This value indicates that the severe
inhibitory effect could be only observed in high
concentrations of this salt. It is rare to find these
concentrations in culture media or in freshwater
environments (even in eutrophic environments).
However, it is necessary to note that the growth
inhibition already occurred with only exceed the
optimal values (>3 mM), resulting in a decrease in
the final amount of biomass of this microalga.
This result is interesting because most of culture
media supply nutrients vastly in excess of the
concentrations normally found in order to support
high-biomass cultures, but this procedure can lead
to the opposite effect. Even from an environmental
point of view, in recent times, a large fraction of
sodium sulfate comes from discharges of wastewater,
acid mine drainages, salt water intrusions, or fertiliz-
ers, increasing the concentration of this salt in
freshwater environments. This increase leads to neg-
ative consequences for these ecosystems due to the
reduction in the growth of phytoplankton. However,
in eutrophic environments may have certain advan-
tages in preventing the overgrowth of these organ-
isms, which would occur if the sodium sulfate
concentration was lower.
At this point, it is necessary to answer the follow-
ing question, is the sulfate anion by itself responsi-
ble for this inhibitory effect or is a consequence of
the increase in salt (sodium sulfate) that alters the
osmotic and ionic characteristics of the culture?
High sulfate concentrations may have effect on the
bioavailability of certain essential elements acquired
as oxyanions, which are structurally similar to sulfate
and therefore compete for the same uptake sites.
Selenite (Raven et al. 1999) and molybdate (Marino
et al. 2003) are examples of such competitive inter-
actions with sulfate. In fact, these anions compete
with sulfate for uptake, via common transporters,
and when sulfate is in excess, the ability of the
organisms to acquire these anions can be reduced
(Ramaiah and Shanmugasundaram 1962, Tweedie
and Segel 1970). This mechanism could explain the
inhibition model observed in this work. However,
there is another possible explanation, this same
inhibitory response that the obtained with
C. moewusii was also found in studies with the aqua-
tic moss, Fontinalis antipyretica, when it was exposed
to high sulfate concentrations (up to
1500 mg  L1), resulting in significant reductions
in several biological parameters (Davies 2007). The
negative effects of this compound seemed to be due
to the creation of an unsustainable osmotic imbal-
ance between the aquatic organism and its sur-
rounding environment. In the case of the microalga
C. moewusii, such effects were already observed when
the sodium sulfate concentration in the medium
was higher than 3 mM (Fig. 1). In order to demon-
strate which of the two mechanisms acted in
C. moewusii, an experiment with different concentra-
tions of sulfate, but at the same initial ionic
strength, was performed. Ionic strength is consid-
ered the “effective salt content” of a solution. It can
be seen in Figure 5 that with the same initial ionic
strength, the concentrations higher than the opti-
mum not generated toxicity, even in the range of
concentrations from 5 to 20 mM, where toxicity was
observed when the ionic strength was not adjusted
(Figs. 1 and 2). Table 4 shows the initial ionic
strength calculated with Visual MINTEQ for cultures
of C. moewusii with different concentrations of
sodium sulfate. The reduction in growth was
obtained with only reach an ionic strength of
21.7 mM. Therefore, the elevation of the ionic
strength of the culture medium due to the excess of
sodium sulfate was responsible for the observed
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inhibitory effect. Although sulfate was not directly
responsible for this inhibition, at least up to a con-
centration of 20 mM, the obtained inhibition mod-
els are still appropriate for modeling the microalgal
growth relative to sodium sulfate.
The observed increase in the amount of chl per
cell obtained in the cultures with sodium sulfate
concentrations higher than the optimal range
(Fig. 4) is a further evidence that the inhibitory
effect was due to the increase in the ionic strength.
Thus, it is known that the microalga Dunaliella
responds to high salinity by enhancement of photo-
synthetic CO2 assimilation (Liska et al. 2004), this
response could also lead to an increase in the con-
tent of photosynthetic pigments (as observed in
C. moewusii), all this in order to increase the biosyn-
thesis of organic osmolytes, which can be used to
tolerate this situation of osmotic stress(Meijer et al.
2001, Gustavs et al. 2010).
Finally, although an excess of sulfate ion not
caused a direct toxicity, it did not generated any
apparent benefit to the cultures in terms of biomass
production. In fact, Bohutskyi et al. (2014) found
that ~89% of added sulfur remained in the culture
medium after allowing the growth of the microalga
A. protothecoides. Moreover, if the resulting ionic
strength is not adequately evaluated in a culture
media, any nutrient/nutrients excess (in this case
was sodium sulfate) to achieve higher biomass pro-
duction would have negative effects. Therefore, ionic
strength is an important parameter to be considered
for the culture of freshwater microalgae. Taking as
reference the results obtained with C. moewusii and
as can be seen in Table 5, some typical recipes use
sulfate in excess and/or an excessive ionic strength
to achieve an optimal growth. Although each fresh-
water microalga may have its optimal range of ionic
strength and needs of sulfur, the data obtained in
this study with this microalga indicate that it is neces-
sary to pay more attention to these two parameters
when the objective is to optimize the growth of a
microalga for certain purposes.
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Cadmium is considered as one of the most hazardous metals for living organism and ecosystems. En-
vironmental factors play an important role since they alter the toxicity of metals by varying the bioa-
vailability of these elements for the organisms. The aim of the present study was to investigate, using the
freshwater microalga Chlamydomonas moewusii, the existence of an interaction between cadmium and
sulphate as a factor that varied the toxicity of this metal. Different cell parameters such as cell growth,
content of chlorophylls and biosynthesis of phytochelatins (PCs) were determined. A two-way ANOVA
showed that the interaction had a signiﬁcant effect size of 21% (po0.001) for the growth of this mi-
croalga and around of a 6% on the content of chlorophylls/cell. The effect of this inhibition was that when
the concentration of sulphate increased, a lower toxic effect of cadmium on the growth and on the
content of chlorophylls was observed. In addition, the increase of sulphate concentration allowed the
biosynthesis of a higher amount of PCs and/or PCs with higher chain length. This higher biosynthesis was
responsible for the reduction of the toxic effect of cadmium and explained the interaction.
& 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.1. Introduction
A distinctive feature of the physiology of metals is that some of
them, such as Cu, Zn, Mn, Fe or Co are essential for growth and
metabolism, acting as enzyme cofactors at trace concentrations.
However, other metals as Cd, Ag, Pb, Hg or Au have no known
biological function, disrupting the cellular metabolism. Both non-
essential and essential metals at high concentrations can be highly
toxic for living cells, causing various cytotoxic effects (Tchounwou
et al., 2012). Because of their use and high production, the con-
centration of these elements (in particular Cd, Pb, Cu and Zn) has
increased exponentially in the natural environments. Unlike other
pollutants (herbicides and pesticides), metals remain in the en-
vironment because they cannot be degraded, and therefore, these
elements may accumulate in sediments to levels several orders of
magnitude above water concentrations. However, from the sedi-
ments, metals may be slowly released into the water, exerting
their toxicity even in the long term. In addition, another con-
sequence of their not degradation is that metals can accumulate in
the food chain, causing a serious threat to human health (David
et al., 2012). For these reasons, metal pollution is one of the mostlular y Molecular, Laboratorio
da Coruña, Campus da Zapa-important environmental problems today. Knowing the factors
that alter the toxicity of these elements may be critical to reducing
their toxic effects.
Since long time ago, cadmium has been considered as one of
the most hazardous metals for organisms and therefore, it has
been included in the “black list” of the European Community
(Järup and Åkesson, 2009; Mislin and Ravera, 1986). After mercury
and lead, cadmium is regarded as the next metal in importance as
environmental pollutant. The main toxic effects of cadmium in-
clude: competition with essential metals for binding sites, espe-
cially with zinc, iron, copper and calcium (Brzóska and Moniuszko-
Jakoniuk, 2001; Harrison and Morel, 1983; Noël et al., 2006; Sunda
and Huntsman, 1996); high afﬁnity for biological structures that
contain thiol groups (–SH) (Stohs and Bagchi, 1995); blocking of
membrane channels for calcium (Swandulla and Armstrong,
1989); inhibition of gluconeogenesis and enzymes of the oxidative
phosphorylation (Faiz et al., 2011; Jacobs et al., 1956); and high
genotoxicity due to the formation of reactive oxygen species
(Hashem, 2013).
Microalgae have developed mechanisms to counteract the
toxicity of metals. These mechanisms include the adsorption of
metal to the cell wall, transport of metals to speciﬁc cell com-
partments, release of complexing substances or intracellular se-
cretion of organic compounds that can chelate metals (me-
tallothioneins) (Perales-Vela et al., 2006; Torres et al., 2013). Me-
tallothioneins (MTs) are polypeptides of low molecular weight (6–
7 kDa), rich in the amino acid cysteine (Cys), and in reduced state,
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thiol groups (-SH) located in the cysteines (Rauser, 1999). The type
of metallothioneins found in microalgae is known as phytochela-
tins (PCs). These compounds are polypeptides composed of re-
petitions of the dipeptide γ-glutamyl-cysteine (γ-Glu-Cys). The
N-terminal amino acid (Glu) is joined to the Cys residue through a
γ-carboxylamide link. In addition, these subunits are joined to a
third amino acid C-terminal that generally is glycine (Gly), al-
though there are also PCs without this terminal amino acid (des-
glycil phytochelatins, dPCs). Thus, PCs have the following general
structure: (γ-Glu-Cys)n-Gly, where n varies from 2 to 11, but
usually is in a range of 2–5, where the length is characteristic of
the species; the molecular size ranges from 2 to 10 kDa (Cobbett
and Goldsbrough, 2002). The biosynthesis of these compounds is
from glutathione, reaction catalysed by the enzyme phytochelatin
synthase (Beck et al., 2003). This synthesis can be induced by a
wide variety of metals (Cd, Ag, Bi, Pb, Zn, Cu, Hg and Au), but
cadmium is one of the best activators of the phytochelatin syn-
thase, and therefore of the biosynthesis of these polypeptides
(Cobbett, 2000). For this reason, PCs are considered as one of the
main mechanisms of defence against cadmium.
Because of the content of cysteine, the biosynthesis of PCs
depends on the sulphur metabolism. Plants, algae, yeast and most
prokaryotes satisfy their demand for reduced sulphur by reduction
of inorganic sulphate, which is then incorporated into organic
compounds in its reduced form. Since PCs are important molecules
for tolerance to cadmium in microalgae, it would be interesting to
study whether the variation of a source of sulphur in the medium
would affect the tolerance to this metal through an interactive
effect.
Thus, the aim of the present study was to investigate a possible
interactive effect between cadmium and sulphate on different cell
parameters: cell growth, content of chlorophylls and biosynthesis
of phytochelatins in the freshwater microalga Chlamydomonas
moewusii.2. Material and methods
2.1. Microorganism and culture conditions
The microalgal species chosen for this study was C. moewusii
Gerloff (strain CCAP 11/5B). This strain was obtained from the
Culture Collection of Algae and Protozoa, Freshwater Ecology In-
stitute (Cumbria, UK). Cells of this freshwater microalga were
grown and maintained in modiﬁed Bristol medium (Brown et al.,
1967) sterilized at 121 °C for 20 min. The composition of the cul-
ture medium was: 0.250 g/L NaNO3, 0.175 g/L KH2PO4, 0.075 g/L
K2HPO4, 0.029 g/L MgCl2, 0.029 g/L CaCl2 2H2O, 0.025 g/L NaCl,
4.0103 g/L CoCl2 6H2O, 1.8103 g/L MnCl2 4H2O,
5.1104 g/L FeCl3 6H2O, 3.9104 g/L MoO4Na2 2H2O,
2.0104 g/L H3BO3, 1.1104 g/L ZnCl2, 4.3105 g/L CuCl2
and 0.031 g/L KOH (pH¼6.870.2). Different amounts of Na2SO4
were added depending on the experiments. Cultures were main-
tained at 1871 °C under a light intensity of 68 mE/(m2 s) using
cool ﬂuorescent light with a light/dark cycle of 12:12 h. Natural
sterile air was constantly bubbled at a ﬂow rate of 10 L/min.
2.2. Chemicals
All chemicals used were of the highest purity available. Re-
agents for the culture media (see above), cadmium chloride 2½-
hydrate (CdCl2 2½H2O), orthophosphoric acid (H3PO4), boric acid
(H3BO3), hydrochloric acid (HCl), sodium hydroxide (NaOH),
monobromobimane (C10H11N2O2Br), sodium borohydride (NaBH4),
diethylenetriaminetetraacetic acid anhydride (DTPA, C14H19N3O8),and acetone (C3H6O) were purchased from Sigma-Aldrichs (St.
Louis, MO, USA). Standards of phytochelatins were purchased from
AnaSpec, Inc. (Fremont, CA, USA). Filters were obtained from
Millipore (Millipore Ibérica, Madrid, Spain). The different reagents,
buffers and culture media were prepared with Milli-Qs water
obtained from a Milli Q Plus system (Millipore Ibérica, Madrid,
Spain).
2.3. Cadmium and sulphate stock solutions
A cadmium stock solution was prepared by dilution of cad-
mium chloride 2½-hydrate in Milli-Q water to obtain a con-
centration of 10 g Cd(II)/L. This solution was ﬁltered through a
0.22 mm Millipore ﬁlter.
Sulphate stock solutions were prepared by dilution of sodium
sulphate anhydrous in Milli-Q water to obtain concentrations of
0.05, 0.5, 20 and 250 mM. These solutions were ﬁltered through a
0.22 mm Millipore ﬁlter and sterilized at 121 °C for 20 min.
2.4. Monobromobimane stock solution
A monobromobimane (mBrB) stock solution was prepared by
dissolving 25 mg mBrB in 1 mL of dimethyl sulphoxide to obtain a
concentration of 0.1 M. This solution was stored at 20 °C.
2.5. Experimental design, treatments with cadmium and sulphate
C. moewusii was cultured in sterilized 500 mL Pyrex glass bot-
tles for 4 d with the conditions listed above. In order to study the
interaction between cadmium and sulphate, a bifactorial experi-
ment was used. The experimental design (cadmium concentration
vs. sulphate concentration) consisted of a speciﬁc cadmium con-
centration treated with various sulphate concentrations (one in
each experiment). Thus, an appropriated amount of sodium sul-
phate was added to the culture medium to obtain the concentra-
tions of 0.0001, 0.00025, 0.0005, 0.001, 0.0025, 0.005, 0.01, 0.025,
0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2, 3 and 5 mM. An appropriated volume of
cadmium stock solution was added to these cultures to obtain a
nominal cadmium concentration of 1, 2, 4, 6 or 8 mg/L. In addition,
two control cultures were included, one without cadmium and
sulphate, and another only without cadmium. Finally, the in-
oculum, taken from a culture that was in a 21 d free-sulphate
culture medium for decrease the cellular pool of organic sulphur,
was added. All the cultures were initiated with an optical density
(OD550) of 0.08 (40104 cells/mL). There were 102 treatments,
each treatment was carried out in triplicate (306 treatments in
total).
2.6. Growth measurement
Growth of the microalgal cultures was obtained by measuring
the optical density at 550 nm in an UV/vis spectrophotometer
PharmaSpec UV-1700 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). The
obtained data were transformed to cell density (cells/mL) by
means of the linear equation:
= * − = ≤ ( )RCell density 5232800 OD 16673; 0.997;OD 0.6 1550
2
550
In order to maintain the linearity, samples with values of op-
tical density above 0.6 were diluted with culture medium to
achieve an optical density lower than that value. Cell density was
calculated with the new obtained optical density using Eq. (1). The
dilution carried out was taken into account for the ﬁnal calculation
of the cell density.
Additionally, in order to express cell content, the dry weight
was also obtained. An appropriate volume of each culture was
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with distilled water were performed. Next, the ﬁlter paper was
dried at 80 °C in an oven for 12 h and was subsequently cooled
down to room temperature before weighing.
2.7. Determination of chlorophylls
C. moewusii cells were harvested by centrifugation (4000g for
10 min) after 4 d of growth. The concentration of chlorophylls was
determined following extraction of these pigments in cold 90%
(v/v) acetone. To improve extraction, the cells suspended in 90%
acetone were homogenized with an ultrasonic cell disruptor in an
ice bath at 4 °C for 1 min (steps of 30 s) and at 126 mm, using a
Labsonics P ultrasonic homogenizer (Sartorius AG, Göttingen,
Germany). The extracted material was kept at 4 °C in the dark for
24 h and then centrifuged at 4000g for 10 min to remove cell
debris prior to measuring the absorbance of the supernatants at
630, 645 and 660 nm in an UV/Vis spectrophotometer PharmaSpec
UV-1700 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). A 90% acetone
solution was used as blank. The concentrations of chlorophyll a
and b were determined by the equations of Jeffrey and Humphrey
(1975).
2.8. Extraction and derivatization of biological samples for determi-
nation of phytochelatins
C. moewusii cells were harvested by centrifugation (4000g,
10 min) after 4 d of growth and stored at 80 °C until the analysis.
Phytochelatins were extracted from the frozen samples and deri-
vatized with monobromobimane (mBrB) that speciﬁcally labels
sulfhydryl-containing compounds. The procedure was adapted
from Pérez-Rama et al. (2005). Frozen samples were resuspended
in an appropriated volume of 0.1 M HCl. The cells were broken and
homogenized with an ultrasonic cell disrupter in ice bath at 4 °C
for 8 min (steps of 2 min) and at 126 mm, using a Labsonics P ul-
trasonic homogenizer (Sartorius AG, Göttingen, Germany). Cell
debris was removed by centrifugation (13,000g, 10 min, 4 °C).
500 mL of this extract were added to 500 mL of freshly prepared
derivatization buffer. This buffer was integrated of 1 M sodium
borate (pH¼9), 1 mM DTPA and 5 mg/mL NaBH4 as reducing
agent. Once the solutions were mixed, the mixture was incubated
at 4 °C in ice bath for 20 min. 8 mL of 0.1 M mBrB were added to the
mixture and incubated at room temperature for 1 h in darkness.
Afterwards, the mixture was centrifuged (13,000g, 10 min, 4 °C).
Finally, a supernatant volume of 500 mL was transferred to a new
vial and stored at 80 °C until the injection into the electro-
phoretic system. Standards of phytochelatins were derivatized in
the same way as the biological samples in order to identify and
quantify the different peaks.
2.9. Characterization and quantiﬁcation of phytochelatins deriva-
tized with mBrB
A capillary zone electrophoresis technique was used to sepa-
rate, identify and quantify the phytochelatins in the derivatized
biological samples. The equipment used was a HP3DCE (Capillary
Electrophoresis System; Agilent Technologies, Waldbronn, Ger-
many) equipped with a photodiode array detector.
The capillary electrophoresis conditions were adapted from
Pérez-Rama et al. (2005). An uncoated fused silica capillary
(Composite Metal Services Ltd., UK) with an internal diameter of
50 mm, 375 mm external diameter, 38 cm total length and 30 cm
effective length was used. The temperature of the cassette con-
taining the capillary was maintained at 2571 °C with an air
coolant control system. Prior to the runs, the capillary was rinsed
with 1 M NaOH followed by deionised Milli-Q water under a50 mbar internal pressure, each for 3 min. Then, the capillary was
reﬁlled with an electrolytic solution of 100 mM sodium phosphate
(pH¼1.86) as running buffer. This electrolytic solution was ﬁltered
through a 0.22 mm Millipore ﬁlter and degassed before use. The
protocol for each run consisted in a 3 min pre-rinse with the
electrolytic solution followed by the sample injection.
The derivatized samples were loaded into the anodic inlet end
of the capillary by hydrodynamic injection at 50 mbar internal
pressure applied for 9 s. A voltage of þ17 kV was used to perform
the separation. Detection was set to a wavelength of 390 nm. All
separations were carried out at least in duplicate. System control,
data collection, processing and analyses of electropherograms
were performed using the Agilent ChemStation Software (Agilent
Technologies).
The limit of detection (LOD) was 30.3970.46 amol/cell
(155.8572.36 nmol/g DW).
2.10. Statistical analysis
Data were expressed as means7standard error. All data were
analysed using the statistical program SPSS 21.0 (SPSS Ibérica,
Madrid, Spain). A two-factor analysis of variance (ANOVA) was
used to analyse the data for main effects of cadmium and sulphate
and for detect an interaction between these two variables. Eta-
squared (ƞ2) was used for the determination of effect sizes. This
value was expressed as a percentage. The Tukey procedure was
used to compare individual means and a p value of r0.05 was
considered statistically signiﬁcant.3. Results
3.1. Combined effect of cadmium and sulphate on the growth of C.
moewusii
The interaction between both compounds on the growth of the
microalga was revealed by a two-factor design. Fig. 1 shows a 3-d
chart and a contour graph with the ﬁnal cell density obtained in
each culture after 4 d of growth and depending on the con-
centration of cadmium and sulphate in the medium. All the cul-
tures exposed to cadmium showed an inhibitory effect on the
growth of C. moewusii that was directly proportional to the con-
centration of this metal. The increase in the cadmium concentra-
tion led to a decrease in the ﬁnal cell density of the cultures as it
can be observed by comparing the cell density obtained in the
cultures with cadmium with that obtained in the control cultures
without this metal and independently of the sulphate concentra-
tion. Cultures treated with the highest cadmium concentration
(8 mg/L) showed a total inhibition of growth. The two-way ANOVA
test conﬁrmed the signiﬁcant effect of cadmium on the growth of
this microalga after 4 d of exposure (F5,216¼2226.350, po0.001).
Based on this test, cadmium was identiﬁed as the factor that had
more weight, since 41.6% of the effect sizes on the growth was due
to this metal.
In absence of cadmium, all the cultures of this microalga with
the different concentrations of sulphate had growth, which was
related to the concentration of this anion. Only the cultures with
0 mM sulphate had no growth. The higher amount of biomass was
obtained in the concentration of 0.1 mM sulphate. The two-way
ANOVA test (F17,216¼6772.379, po0.001) showed that the effect
size for sulphate on the growth of C. moewusii was of a 37.2%.
Given this result, the toxic effect of cadmium was higher than the
beneﬁcial effect of sulphate as nutrient on the growth of this
microalga.
However, when cadmium was present in the mixture, the re-
sults were different, the cultures with lower concentrations of
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Fig. 1. 3D response surface plot (a) and contour plot (b) indicating the effect of interaction between the concentrations of sulphate and cadmium on the growth of C.
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Fig. 2. 3D graphics showing the content of chlorophylls per unit volume of the cultures of C. moewusii after 4 d of exposure to different combinations of cadmium and
sulphate.
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Fig. 4. Effect of both factors on the ratio of chlorophylls after 4 d of exposure.
*Control without sulphate and cadmium.
Table 1
Summary of effect sizes of sulphate and cadmium obtained from a two-way ANOVA
on the chlorophyll content of C. moewusii after 4 d of culture.
Effect size (%)
Factor Chl a/mL Chl b/mL Chl a/cell Chl b/cell Chl a/b
Cadmium 58.2** 54.0** 79.8** 78.9** 81.2**
Sulphate 19.7** 22.9** 14.0** 13.3** 11.7**
Cadmium sulphate 21.5** 21.4** 5.6** 6.0** 5.7**
Error 0.7 1.6 0.6 1.8 1.4
** po0.001.
R. Mera et al. / Ecotoxicology and Environmental Safety 128 (2016) 236–245240sulphate did not grow (Fig. 1). In fact, cultures with 1 mg Cd(II)/L
required a minimum concentration of sulphate of 0.0025 mM in
order to have growth. The rest of the cultures with cadmium
needed higher concentrations of sulphate. This observation in-
dicates the existence of interaction. In fact, in Fig. 1b it can be seen
that the contour lines, showing the ﬁnal cell densities, shifted to
higher concentrations of sulphate when the cadmium concentra-
tion increased. In cultures with cadmium, the relative maximum
growth occurred at concentrations above 0.1 mM sulphate, al-
though this growth was obviously lower, as cadmium concentra-
tion increased and compared to the growth of the cultures without
cadmium. However, cultures with 8 mg Cd(II)/L showed total in-
hibition of growth at all the concentrations of sulphate used in this
experiment.
The statistical analysis of these data by two-way ANOVA re-
vealed that the interaction between cadmium and sulphate was
high and signiﬁcant (F85,216¼225.292, po0.001). A 21.0% of the
effect sizes could be explained by the interaction between both
compounds.
3.2. Variation in the content of chlorophylls due to cadmium and
sulphate
Changes in the content of chlorophylls in cultures of C. moe-
wusii exposed to different concentrations of cadmium and sul-
phate are shown in Figs. 2, 3 and 4. In the same way that occurred
with the cell density, the content of chlorophylls per volume of
culture was affected by cadmium and sulphate (Fig. 2). In absence
of cadmium, sulphate favoured the increase of chlorophylls/mL,
reaching a maximum value in the concentration of 0.1 mM.
However, cadmium had the opposite effect, causing a reduction in
the content of chlorophylls/mL with the increase of the con-
centration of this metal in the medium. The statistical analysis by
two-way ANOVA showed that the obtained differences were sig-
niﬁcant. Thus, the chlorophyll a content was affected mainly by
cadmium, this factor had more weight with a 58.2% of effect size
(F5,216¼3695.356, po0.001) and only a 19.7% (F17,216¼367.636,
po0.001) corresponded to the favourable effect of sulphate. Tak-
ing into account the content of chlorophyll a/mL, the existence of
interaction was also observed. Cultures exposed to higher con-
centrations of cadmium needed a higher concentration of sul-
phate. This fact was demonstrated with the statistical analysis
because the interaction of both factors was also signiﬁcant, with a
21.5% (F85,216¼80.394, po0.001) of effect size (Table 1). With re-
gard to chlorophyll b, the results were similar, the values obtained
in the test were 54.0% for cadmium (F5,216¼1431.683, po0.001),
22.9% (F17,216¼178.753, po0.001) for sulphate and 21.4%Fig. 3. Content of chlorophylls of the cells of C. moewusii after 4 d of exposure to differen(F85,216¼33.375, po0.001) for the interaction between the two
factors (Table 1).
It should be noted that for both chlorophylls, the effect of the
interaction was high. When the amount of cadmium increased, the
cultures required a higher amount of sulphate to reach a higher
content of chlorophylls/mL.
The result was somewhat different in the case of the content of
chlorophylls per cell (Fig. 3) (or per unit of biomass). In absence of
cadmium, the different concentrations of sulphate did not cause
changes in the content of chlorophylls/cell, remaining this value
constant (p40.05) (around 12.9370.20 mg chlorophyll a/g DW
and 3.9570.06 mg chlorophyll b/g DW). However, the result was
different in presence of cadmium. Cadmium caused a signiﬁcantt concentrations of cadmium and sulphate. *Control without sulphate and cadmium.
R. Mera et al. / Ecotoxicology and Environmental Safety 128 (2016) 236–245 241decrease in the content of chlorophylls/cell (F5,216 chlorophyll
a¼5795.431, po0.001; F5,216 chlorophyll b¼1934.424, po0.001)
whereas now sulphate had effect, favouring the increase of
chlorophylls/cell (F17,216 chlorophyll a¼299.920, po0.001; F17,216
chlorophyll b¼95.901, po0.001). In this latter case, the amount of
both chlorophylls/cell increased when the concentration of sul-
phate increased and the medium had cadmium. In fact, a higher
concentration of cadmium required more amount of sulphate to
achieve a higher content of chlorophylls/cell. For example, the
cultures with 4 mg/L of cadmium were able to reach a content of
chlorophylls of 6.5970.29 mg chlorophyll a/g DW and
2.5570.12 mg chlorophyll b/g DW when in the medium there was
0.1 mM of sulphate. As might be expected, this sulphate con-
centration reached a much higher content (13.0570.40 mg
chlorophyll a/g DW and 3.9970.02 mg chlorophyll b/g DW) in
absence of cadmium. However, in this same cadmium concentra-
tion (4 mg/L), the content of chlorophylls was only of
5.6870.22 mg chlorophyll a/g DW and 2.2870.28 mg chlorophyll
b/g DW when the sulphate concentration was only 0.05 mM. If
there is no interaction, it would expect that the amount of chlor-
ophyll per cell or unit of biomass remains unchanged within each
concentration of metal when the amount of sulphate varies, which
is not the case. This result was conﬁrmed by the statistical analysis,
the interaction between both factors on the content of chlor-
ophylls/cell was signiﬁcant (F85,216 chlorophyll a¼23.980, po0.001;
F85,216 chlorophyll b¼8.648, po0.001).
Thus, Table 1 summarizes the effect sizes obtained from the
two-way ANOVA on the content of chlorophylls. Cadmium had a
clear effect with large effect sizes both on the content of
chlorophylls/mL and on the content of chlorophylls/cell; however,
in the case of sulphate, the effect sizes for the content of chlor-
ophylls were lower. The effect size of the interaction was lower for
the content of chlorophyll/cell than for the content of
chlorophylls/mL. Although in both cases, it was signiﬁcant.
Finally, the ratio between both chlorophylls (chlorophyll a/b)
decreased progressively in relation to the concentrations of cad-
mium (Fig. 4). In absence of cadmium, this relationship remained
constant; that is, sulphate had no signiﬁcant effect on this re-
lationship. However, in the cultures with cadmium, the chlor-
ophyll a content was lower when the medium had low con-
centrations of sulphate. This content recovered progressively as
the amount of sulphate increased. The two-way ANOVA revealed
signiﬁcant differences in this ratio. This analysis indicated that
cadmium had an effect size of 81.2% (F5,168¼2489.279, po0.001)
and sulphate of 11.7% (F13,168¼105.464, po0.001). Interaction was
also observed between both factors (F60,186¼10.314, po0.001) on
this parameter with an effect of 5.7%.Fig. 5. Examples of electropherograms obtained from crude extracts derivatized with
different bioavailability of sulphate in the culture medium. Abbreviations: PCn, phytoch3.3. Interaction of cadmium and sulphate on the production of
phytochelatins
In Fig. 5 can be seen four examples of electropherograms ob-
tained from extracts (derivatized with mBrB) of this microalga
exposed to combinations of cadmium and sulphate. Phytochelatins
(PCs) were only detected in the cultures with presence of cad-
mium. In addition, as seen in the ﬁgure, the size of the detected
peaks, corresponding with the amount of each phytochelatin, was
also higher with the increase of the sulphate concentration. In C.
moewusii were identiﬁed PCs in the range of two to ﬁve subunits
and their respective desglycil-phytochelatins (dPCs).
In Fig. 6 are shown the total content of PCs (total sum of the
different phytochelatins) synthesized by C. moewusii cells in re-
sponse to different concentrations of cadmium and sulphate after
4 d of exposure. It can be seen that the increase in the cadmium
concentration stimulated the biosynthesis of these peptides;
however, this tendency was reversed when the concentration of
this metal was higher than 4 mg/L, which reduced signiﬁcantly the
total content of PCs synthesized by the microalga. In fact, the
highest amount of PCs was synthetized in the concentration of
4 mg Cd(II)/L with 52.6678.65 mmol/g DW. Although cadmium
was clearly an inductor of the synthesis of PCs, the amount syn-
thesized was also dependent on the concentration of sulphate in
the medium. The content of PCs was higher, for a same metal
concentration, with the increase of the concentration of sulphate.
Thus, the higher content of PCs was obtained in the combination of
4 mg Cd(II)/L and a concentration of sulphate Z1 mM with values
from 49.0577.21 to 52.6678.65 mmol/g DW. The two-way ANO-
VA showed statistically signiﬁcant differences in the total content
of PCs. Each individual factor showed a signiﬁcant effect on the
production of PCs in this microalga. Sulphate was identiﬁed as the
factor with the highest inﬂuence with 44.1% (F17,216¼5749447.463,
po0.001) of effect sizes and 29.8% (F5,216¼13203756.963,
po0.001) corresponded with the effect of the metal. The statis-
tical test also demonstrated the existence of an interaction effect
between both factors on the total content of PCs with a 26.1%
(F85,216¼681336.849, po0.001) of effect size. Thus, cadmium in-
duced the synthesis of these thiol compounds and this synthesis
was clearly favoured by the increase of the concentration of sul-
phate in the culture medium.
Fig. 7 shows the percentage of each phytochelatin (phytoche-
latins and desglycil-phytochelatins) synthesized by C. moewusii in
response to different concentrations of cadmium and sulphate
after 4 d of exposure. This microalga was able to synthesize PCs
with two (PC2), three (PC3), four (PC4) and ﬁve (PC5) subunits and
their corresponding desglycil-phytochelatins (dPCn). The content
of PC3, and by extension also of dPC3, was higher than that of themBrB of C. moewusii exposed to 0 and 4 mg Cd(II)/L after 4 d of culture and with
elatins; dPCn, desglycil-phytochelatins (n is the number of subunits).
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6.7370.6 mmol/g DW respectively, in the combination of 4 mg Cd
(II)/L and 5 mM of sulphate. In regard with cadmium, PC5 and dPC5
were detected only from the cadmium concentration of 2 mg/L.
The maximum amount detected of these PCs was 2.9770.3 and
1.0370.06 mmol/g DW respectively, also in the cadmium con-
centration of 4 mg/L. In relation with both factors, the synthesis of
PCs was not detected in the control cultures without cadmium and
sulphate, in the cultures with cadmium but without sulphate and
in the cultures with very low sulphate concentrations despite that
these cultures were also exposed to cadmium. In the latter case,
PCs were only detected when the cadmium concentration was
4 mg/L. In addition, the low concentrations of sulphate not pro-
vided the sulphur necessary for the synthesis of PCs with ﬁve
subunits, since were only synthesized PCs with until four subunits.
In the highest assayed concentration of cadmium (8 mg/L) only
were detected PCs in the cultures with Z0.025 mM sulphate and
therefore, requiring for such synthesis a higher amount of sulphate
that in lower concentrations of cadmium. Therefore, it was ob-
served that the increase of bioavailability of sulphate allowed the
synthesis of PCs with longer chains in the higher concentrations of
cadmium. With the increase of cadmium, this microalga required a
greater amount of sulphate for the biosynthesis of greater amount
of PCs and/or PCs with higher chain length.4. Discussion
When the cells of C. moewusii were exposed to cadmium
showed clearly the toxic effect of this metal, reduction of cell
growth and inhibition of the biosynthesis of chlorophylls. It is a
known fact that when phytoplankton is exposed to cadmium,
growth inhibition and morphological changes at different ultra-
structural levels are characteristic responses (Volland et al., 2014).
Cadmium is known as a non-essential metal; however, it has been
proved that may have some biological role. Thus, in the marine
diatom Thalassiosira weissﬂogii was discovered a cadmium-de-
pendent carbonic anhydrase. This diatom lives in environments
with very low concentrations of zinc; cadmiumwould perform the
function that normally zinc performs in this enzyme (Lane and
Morel, 2000).
Apart from this fact, cadmium is still considered a very dan-
gerous element to aquatic life. In photosynthetic organisms, thechloroplast is the organelle most commonly altered by metal
toxicity (Lamaia et al., 2005). In fact, the chlorophyll biosynthesis
in C. moewusii was clearly affected by the presence of cadmium.
This metal reduced the content of this pigment both by volume of
culture and by cell (Figs. 2 and 3). This seems to be a typical re-
sponse of exposure to cadmium since Qian et al. (2009) and Ko-
váčik et al. (2011) also obtained a similar decrease in the chlor-
ophyll content in cultures of Chlorella vulgaris and Scenedesmus
cuadricauda, respectively, exposed to this metal. It is known that
high metal concentrations inhibit the synthesis of chlorophyll by
blocking the enzymes responsible for this synthesis (Leborans and
Novillo, 1996; Prasad et al., 2004) or by reducing the transcript
abundance of psbA and rbcL (Qian et al., 2009).
The ratio or proportion of chlorophyll a/b is regarded as an
overall indicator of photosynthetic activity. The results of the
present study show that the chlorophyll a/b decreased progres-
sively depending on the concentration of cadmium, since there
was a decrease in the chlorophyll a with respect to the content of
chlorophyll b (Fig. 4). This result agrees with that obtained by Le
Faucheur et al. (2005) with Scenedesmus vacuolatus also exposed
to cadmium. Both works seem to indicate that the chlorophyll a
would be more sensitive to the effect of cadmium than the
chlorophyll b. In this sense, Siddiqui et al. (2015) showed that the
chlorophyll a was more sensitive to photodegradation caused by
metal nanoparticles than other photosynthetic pigments. Ursache-
Oprisan et al. (2011) found a similar effect when sunﬂower plants
were treated with nanoparticles of iron and cobalt. However, it is
noteworthy that in the present work with cadmium, the increase
of sulphate allowed to correct this imbalance due to the approach
of chlorophyll a content to its normal values (Fig. 4). On the con-
trary, in Scenedesmus quadricauda also exposed to cadmium, the
ratio of chlorophyll a/b was enhanced since there was a higher
decrease in the chlorophyll b with respect to the content of
chlorophyll a (Kováčik et al., 2011).
Because of the toxic effects that cadmium may cause, tolerance
is an essential feature for the survival of organisms exposed to this
metal. Besides the homoeostatic mechanisms that the cells have,
environmental factors play an important role since they alter the
toxicity of metals by varying the bioavailability of these elements
for the organisms (Hasanuzzaman and Fujita, 2013). Predict the
bioavailability of metals is one of the key and complicated aspects
of the environmental toxicology, especially in experiments longer
than 24 h, where the test organism itself can change the
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which can signiﬁcantly affect metal speciation, uptake, and toxi-
city is a good example of these factors (Paquet et al., 2015). Al-
though in the present work this fact has not been taken into ac-
count, the protective effect of sulphate with respect to the cyto-
toxic effects of cadmium is demonstrated in this study with C.
moewusii. However, this cadmium tolerance in response to sulphur
supplementation was also observed in other microalgae and cya-
nobacteria (Edwards et al., 2013). When cadmium was present in
the culture medium, an increase of the sulphate concentration
produced an indirect protection against this toxic metal, reducing
its cytotoxic effects. In addition, when the bioavailability of sul-
phate was low in the medium, all assayed concentrations ofcadmium led to a drastic inhibition of the growth of this micro-
alga; however, the toxic effect of this metal was much lower than
expected as the concentration of sulphate increased (Fig. 1).
Therefore, cadmium and sulphate showed a signiﬁcant interaction,
suggesting that in presence of sulphate, the metal exerted a lower
toxic effect on the growth and on the biosynthesis of chlorophylls
of this microalga. A ﬁrst explanation of this interaction could be
due to the increase in the concentration of sulphate that would
alter the bioavailability of cadmium, reducing its toxicity. The
cadmium species considered most toxic is the free cation, changes
in the amount of this species because of the formation of com-
plexes would reduce the toxicity. To rule out this possibility, it was
calculated, using the software Visual MINTQ (Gustafsson, 2013) the
R. Mera et al. / Ecotoxicology and Environmental Safety 128 (2016) 236–245244amount of initial free-cadmium in the different combinations
cadmium-sulphate. The percentage of free cadmium varied only
very slightly when the amount of sulphate increased; for example,
in the concentration of 4 mg Cd(II)/L, the percentage of free cad-
mium was 44.3 when in the medium there was no sulphate and
44.4 at the highest concentration. Therefore, in the range of con-
centrations tested, sulphate had little inﬂuence on the bioavail-
ability of the metal.
Leaving aside the bioavailability of cadmium, the intracellular
mechanisms of metal tolerance are essential to counteract the
toxic effects caused by cadmium. The synthesis of phytochelatins
(PCs) is a common response in microalgal cells exposed to this
metal (Pérez-Rama et al., 2006; Torres et al., 1997). In fact, C.
moewusii cells showed an increase in the total content of PCs when
the cadmium concentration increased in the culture medium
(Figs. 5 and 6). Similarly, in the green alga Coccomyxa sub-
ellipsoidea exposed to cadmium, the amount of PC2 increased with
the increase in the concentration of cadmium (Kováčik et al.,
2015). The formation of CdS is another response found in micro-
algal cells to detoxify Cd(II) (Edwards et al., 2013). In both cases,
the sulphur metabolism, mainly sulphate assimilation, is an im-
portant pathway associated with cadmium tolerance. It is a known
fact that the bioavailability of sulphur is the basis for resistance to
many biotic and abiotic factors (Bloem et al., 2015). In the case of
cadmium tolerance, different enzymes in the metabolism of sul-
phur have been studied in relation to this aspect (Ning et al., 2010;
Nocito et al., 2006). In aquatic plant species under cadmium stress,
the activity of the enzyme ATP sulfurylase increased between
1.5 and 3.5 times (Alves de Oliveira et al., 2009). In Euglena gracilis
cells exposed to this metal, the activity of sulphate transporters
increased signiﬁcantly (García-García et al., 2012). Finally, cad-
mium caused changes in gene regulation and in the level of the
enzymes involved in the biosynthesis of low molecular weight
thiol compounds (Mendoza-Cózatl et al., 2005). All these facts are
in accordance with a higher capacity for the biosynthesis of sul-
phur compounds to increase the tolerance to cadmium. Edwards
et al. (2013) found that the supplementation of two microalgal
species with extra sulphate increased their cadmium tolerances as
well as their abilities to produce CdS. However, this compound
would not be solely responsible for this tolerance, C. moewusii cells
produced a higher content of PCs in presence of cadmium (Fig. 6).
Several studies have shown that cadmium is the strongest inducer
of the biosynthesis of PCs in various species (Sanità Di Toppi et al.,
2002; Torres et al., 2013). Due to their composition, for the bio-
synthesis of PCs is necessary to have a source of sulphur; in the
present work, this source was sulphate. If this compound is
available in the medium in sufﬁcient amount, the cells may im-
prove the biosynthesis of PCs in response to the presence of cad-
mium. As it was observed in C. moewusii, the increase of sulphate
allowed a higher biosynthesis of PCs and/or PCs with higher
lengths of the chains (Fig. 5), and therefore, a higher tolerance to
cadmium. Among the different chains of PCs synthetized by C.
moewusii, PC3 was the PC produced in higher amount. In the same
way, toxicology studies with the green microalga Desmodesmus
armatus showed that PC3 was also the major peptide synthesized
by this microalga under cadmium exposure (Pokora et al., 2014;
Tukaj et al., 2007). Synthesis of PCs with 2 to 6 subunits was also
observed in cells of the microalga Scenedesmus vacuolatus exposed
to a range of free Cd2þ concentrations from 1014 to 107 M for
3 d, PC3 was also the phytochelatin synthesized in higher amount
(Le Faucheur et al., 2005). In the case of C. moewusii, the phy-
tochelatin detected with the highest length of chain was a PC5
after 4 d of exposure to 4 mg Cd(II)/L. Shorter exposure times
would mean a lower synthesis of these peptides and with a
shorter length of the chain. Proof of this is that in the microalga
Coccomyxa subellipsoidea only were detected phytochelatins withtwo subunits when this microalga was exposed to 100 mM of
cadmium for only 24 h (Kováčik et al., 2015).
In summary, the interaction observed between both com-
pounds was precisely due to this mechanism, the increase of the
sulphate concentration allowed to improve the biosynthesis of PCs
to counteract the toxic effects of cadmium. Previous studies with C.
moewusii showed that EC50,96h for cadmium was 4.1 mg/L (Suárez
et al., 2010). Indeed, around this concentration was where the
highest biosynthesis of PCs occurred when in the medium there
was enough sulphate. With this in mind, the different steps in-
volved in the route of biosynthesis of PCs from sulphate do not
seem to be inhibited by cadmium, but quite the opposite; cad-
mium stimulates this pathway and this response is observed as an
interaction between both compounds.5. Conclusions
Often, toxic metals (as cadmium), present in aquatic systems,
damage the metabolism of microalgae, reducing their growth and
pigment content. Sulphate favoured the development of a pro-
tective mechanism against cadmium toxicity in the microalga C.
moewusii. A strong interactive effect was observed between cad-
mium-sulphate. A lower cadmium toxicity was observed when the
bioavailability of sulphate increased. The reason for this higher
tolerance was the ability to synthesize a higher amount of phy-
tochelatins and/or phytochelatins with a higher length of chain.
Microalgal cells synthesize these rich-cysteine polypeptides in
response to cadmium in order to chelate the metal in a harmless
way.Appendix A. Supplementary material
Supplementary data associated with this article can be found in
the online version at http://dx.doi.org/10.1016/j.ecoenv.2016.02.
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